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I INTRODUCCIDN 

La presente tesis profesional tiene como principal objetivo desarro

llar un m6todo anal1tico para la valoraci6n de dos esteroides de tipo 

hormonal que se encuentran combinados en un producto inyectable. Es

toa son progesterona y benzoato de estradiol. El método propuesto -

consiste primero en una separación de los dos compuestos por el mét.Q. 

do de cromatograf1a en capa delgada y posteriormente la determina -
ci6n cuantitativa de cada uno de ellos por el método espectrofotomé

trico. 

La necesidad de éste estudio se gener6 en el Departamento de Control 

de Calidad de los Laboratorios Farmacéuticos que fabrican dicho pro

ducto, ya que éste tipo de farmacos son de uso delicado por sus efe.!!, 

tos farmacolgicos a mínimas dosis y es necesario contar con métodos 

de análisis que permitan evaluar adecuadamente la calidad de los me

dicamentos que se elaboran con ellos. 
Para lograr éste objetivo fué necesario considerar las limitantes 

que se presentan en todo trabajo de desarrollo anal1tico dentro de -

la industria. El método debe ser desarrollado con el equipo disponi

ble y los resultados obtenidos deberán ser precisos, exactos y reprg 

ducibles. 

En s1ntesis éste trabajo comprende cuatro partes principales: la pr.!, 

mera comprende las generalidades sobre el tipo de sustancias de que 

se trata, es decir, sobre los esteroides, su estructura, su clasifi

ceci6n, su acci6n fermecol6gice, etc. 

En le segunda parte se hace un análisis detallado de la Crometogra -

f!a en capa delgada. 

Ls tercera se refiere e le parte experimental donde se describe le -

rute seguida pare diseñar el método analítico. 

Y finalmente en la cuarta parte se citan los resultados obtenidos y 

se reelizela validaci6n del método para determinar su precis16n, - -
exactitud y reproducibilidad. 

Los problemas y dificultades que se superaron durante el desarrollo 

del presente trabajo fueron numerosos, ellos nos•obligan a perseve -
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rar en el estudia y en la investigac16n de la qu!mica anal!tica cUB.!J. 

.titativa, base del conaci~ienta del Qu!mica Farmacéutica Biol6ga, en 
su tarea especifica de controlar la calidad de los medicamentos que 

se fabrican en la industria farmacéutica. 

¡ 
1 
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II GENERALIDADES SOBRE ESTERDIDES. 

II~1 ESTRUCTURA V NOMENCLATURA DE LOS ESTERDIDES. 

Las hormonas eeteroidales y sus metabolitos derivan de tres hi

drocarburos: el estreno, el androstano y el pregnano. Ellos ti_g_ 

nen como característica en com6n el poseer un núcleo tetrac!clJ:. 

ca constituido por tres anilloa de ciclohexano y un anillo de -

ciclopentano. El n6cleo tetrac!clico com6n a todos los esteroi

des es un hidrocarburo saturado denominado gonano ( fig. 1 a ) 

el cual posee diecisiete átomos de carbono. Si fijamos un sustJ:. 

tuyente metilo en la posici6n trece pasamos al estreno ( fig. 1 

b ), molécula con dieciocho átomos de carbono¡ de esta molécula 

se derivan las hormonas estrogénicas. Colocando un segundo metJ:. 

IG 

l!I 

d) 

c) 

Fig. 1 a) gonano; b) estreno; c) androstano; d) pregnano. 

lo ahora en la_posici6n diez, obtenemos el hidrocarburo con 

diecinueve átomos de carbono, es el androstano e fig. 1 c ) de -

esta estructura se derivan las hormonas masculinas. Adicionando 
un tercer radical, siendo este .un radical etilo en la posici6n -

más alta del anillo de ciclopentano, sobre el carbono diecisiete, 

obtenemos un hidrocarburo de veinti6n átomos de carbono, con dos 

sustituyentes metilo y un grupo etilo, este hidrocarburo es el -

pregnano ( fig. 1 d ), que constituye el e~queleto de las her --
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manas del cuerpo amarilla ovárico y las carticoauprarrenales. 
Con excepci6n de las átomos de carbono que son puntos de uni6n 

de los anillos y el átomo de carbona diecisiete, todos los o 

tras átomos de carbono tienen dos valencias para dos hidr6ge -

nos. Los átomos de carbono 51 8, 9, 10, 13, 111 y 17 responden -

a la definici6n de átomos de carbono asimétrico, tres valencias 

están ligadas a loa diferentes miembros de la estructura del a
nillo y la cuarta valencia a un hidr6geno o a un grupo metilo o 

etilo. A cada uno de estos centros de simetría corresponden dos 

is6meros 1 esto predice para el pregnano la existencia de 128 -

isómeros. 

Dentro de los eateroides naturales, todos loa centros difentea 
tienen una configurac16n idéntica con la excepci6n de la uni6n 

carbono-hidr6geno del átomo cinco, que presenta una isomer!a -

alfa o beta. Las representaciones planas de las moléculas no -
corresponden a la realidad de la estructura, pero es la forma -

comGn de representarlas. 

,. 
II.2 TIPOS DE ESTERDIDES. 

Los compuestos esteroidales están ampliamente distribuidos en -

la naturaleza. Los organismos vivientes vegetales y animales, -

contienen eateroides que juegan un papel importante en su acti

vidad vital. 

Los diferentes esteroidea parten de un nGmero m!nimo de dieci -

siete átomos de carbono. Una caracter!stica de ellos que se me!!. 

cion6 anteriormente es el poseer un nGcleo tetrac!clico. A med.!. 

da que se van conociendo las diferentes estructuras esteroida -

les se observa que una variación m!nima en loa sustituyentea -

del esqueleto eateroidal, origina un compuesto con propiedades 

di f'erentes. 

El colesterol es un esteroide a partir del cual on secretadas 

por diversas glándulas otros esteroides de dieciocho, diecinue

ve y veintiún átomos de carbono. 

Entre los diferentes tipos de compuestos con estructura estero,! 
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dal se encuentran: 

A) Hormonas adrenocorticales. 
8) Sapogeninas Esteroidalea. 

C) Algunos alcaloides. 

O) Acidos y Alcoholes biliares. 
E) Principios activos cardiacos. 
F) Hormonas sexuales. 

A) Hormonas Adrenocorticales: las hormonas adrenocorticales pro

vienen de la corteza de las gl6ndulas adrenales, que se loca

lizan en la parte superior de cada riñón. Estas gl6ndulas prE_ 

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

corticosterona, desoxicorticosterona, dehidrocorticosterona y 

17 alfa-hidroxicorticosterona. Sus principales funciones son: 

a) Regular el metabolismo de carbohidratos y proteínas. 

b) Regular el metabolismo de minerales, sales y agua. 

c) Como función farmacológica tienen un efecto antiinflamata

rio y contra la alergia. 

d) Influyen en el desarrollo sexual. 

Ejemplo de estos compuestos pueden ser: 

Cortisona Cortisol 

8) Sapogeninas Esteroidales: constituyen el agluc6n de los gluc§. 

sidos llamados saponinas y pueden haber tambi6n del tipo tri
terpenoide. Las saponinas son extraidas de plantas con alto -

contenido de glucósidos, tienen un nGmero de carbonos entre -

60 y 40. Las saponinas ester.oidales una vez obtenidas por hi
drolisis de las sapaninas, tienen 27 carbonos en general. 

Las ,principales sapageninas esteroidale~ son: digitogenina, -

gitogenina, tiogenina, sarsapagenina,diosgenina, yucagenina, 
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esmilagenina y ksmmogenina. 

Sua principales funciones son: 

a) Como detergentes ( no alcalinos ). 
b) Como agentes espumantes en estinguidores. 

c) Como venenos para peces. El efecto que producen en ellos es 

un adormecimiento o la muerte debido a hem6lisis de sus gl6-

bulos rojos. No son t6xicos para el hombre, cuando han sido 

administrados oralmente. 

Ejemplo de estos compuestos puede ser: 

C) Alcaloides: .rlentro de este grupo de compuestos se tienen algu -

nos con estructura esteroidal. Tienen su origen en el reino ve

getal y se encuentran en cortezas de &rboles, semillas, arbus -

tos, raices, frutos y riaomas, de cuatro géneros de plantas que 
son: Solanum, Kurchi, Jerveratrum y Ceveratrum. 

Presentan diferentes actividades, entre otras ( las que se en -

cuentran principalmente ) : 

a) Alto poder antibi6tico contra hongo~ y bacterias. 

b) Actividad contra la disenter1a amibiana ... · 

c) Alta actividad hipotensora. 

Ejemplos de estos compuestos pueden eer: 

I" 
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D) Alcoholes biliares y Acidas biliares. 

a) Alcoholes biliares: este tipa de moléculas esteraidales san 

un sustituta de los 6cidas biliares en determinados animales 

por ejempla: tibur6n, carpa, raya y rana. Este alcohol bi. -

liar interviene en el procesa de la digesti6n. 

b) Acidas biliares: las ácidas biliares se producen en el h!ga

da y se encuentran cama molécula esteriodal activa en el lí

quida biliar. Las principales ácidas biliares san: 6cida c6-

lica, ácido desaxic6lica y ácido litac6lico. 

Su principal funci6n es reducir la tensi6n superficial de 

las grasas durante la digesti6n. 

Ejemplos de estas compuestas pueden ser: 

R 

Acida C6lica c24tt40o5 

E) Principias activas cardíacas: este grupa de esteraides está -

cantituida par gluc6sidas presentes en plantas con alta canten.!_ 

da de glucósidos. Las gluc6sidas llamadas cardíacas se encuen -

tren en pequeñas cantidades en semillas, hojas, tallas, ralees 

y certezas, particularmente en plantas del arden Apacynaceae. 

Las compuestas estrofantidinp y digitoxigenina san los agluca -

nea mas comunes de estas glucósidos. 

Su principal función es la actividad específica sabre el .múscu
lo cardíaca: incrementan la contractilidad del músculo, dismin.!:!. 
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yen el ritmo y mejoran la eficiencia cardíaca. Ejemplos de es -

tos compuestos pueden ser! 

ok 

Estrofantidina c23H34o6 

F) Hormonas sexuales: las hormonas sexuales son secretadas par -

las g6nadas (ovarios, testículos), bajo estimulaci6n de las -

hormonasproteínicas. Estas son secretadas por el 16bulo ante

rior de la gl6ndula pituitaria y llevadas a las g6nadas en el 

flujo sanguíneo. 

Encontramos dos tipos de hormonas sexuales: masculinas y feme

ninas. 

a) Masculinas: las hormonas masculinas san secretadas princi -

palmente por los testículos y en menor cantidad por las cé

lulas intersticiales del tejida conectivo (corteza suprarr~ 

nal). La principal hormona masculina es la testosterona: es 

un esteroide oxigenado can diecinueve 6tamos de carbono y -

pertenece a la serie general de andrastano. Sus principales 

funciones son: 

a.1) Controlar y desarrollar los 6rganos genitales (vesícu

la seminal, pr6atata, vasos deferentes y pene). 

e.2) Definir las características del esperma. 

a.3) Influir sabre la actividad secretoria de gl6ndulas aux,!. 

liares. 

a.4) Desarrollar los caracteres sexuales secundarios en el -

hombre. 
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b) Hormonas Femeninas: son secretadas por el ovario por conver -

ei6n de acetil coenzima A a colesterol y subsecuentemente a -

otros esteroidea. 

Las hormonas sexuales femeninas se dividen en dos grandes gru

pos: los estr6genos y los progestágenos. 

b.1) Estr6genos: ls formaci6n de estr6genos se lleve a cebo en 

los folículos ováricos y es regulada la secreci6n por la 

hormona fol1culo estimulante (FSH). 

Durante el embarazo los estrógenos son sintetizados en -

grandes cantidades por la placenta. Las principales fun -

cienes de los estr6genos son: 

i) Inducir el desarrollo y crecimiento de la vagina, del 

6tero y de las trompas de falopio. 

ii) Inducir el crecimiento de las glándulas mamarias, a -
través del crecimiento de conductos, estroma y aumento 

de grasas. 

iii) Contibuir al moldeo de contornos del cuerpo y esquele-

to. 

iv) Estimular el crecimiento del pelo púbico y axilar. 

v) Engrosar el endometrio en la primera mitad del ciclo -

normal mestrual. 

vi) Inducir la pigmentaci6n regional de la piel de los pe

sones y de la aérola de la regi6n genital. 

b.2) Progestágenoa: en el ovario humano, después que se ha de

sarrollado y fracturado el folículo, se forma un tejido -

con abundandte caroteno amarillo y por lo cual es llamado 

cuerpo amarillo o cuerpo lúteo, de éste se secreta la pr.Q. 

gesterona. 

Las principales funciones de los progestágenos son: 

i) Engrosar el endometrio en la segunda mitad del ciclo -

normal mestrual (fase secretoria), hasta llegar a un -

estado apropiado para la implantaci6n de un 6vulo fe -

cundado. 

ii) 51 se lleva a cabo la fertilizsci6n: 

11.1) Suprime la ovulaci6n. 

il.2) Mantiene condicones esenciaíes en el 6tero. · 

ii.3) Inhibe la motilidad uterina. 
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ii.4) Induce can el estradial el desarrolla de las glá.!l 
dulas mamarias. 

iii) Mantiene y controla el perfoda del emba1•aza, deede que 

ae implanta el hueva fecundada hasta el nacimiento na! 

mal 
El siguiente esquema demuestra la v!a biosint6t1ca de las horm_ 

nas sexuales: 

Acetil caenzima A.--t -.Colesterol 
o ~ 

J. 
~ Pregn!nolona 

17 alfa hidroxi 

pregnenolana 

Progesterona / l t ~ Dehidroepia~drosterona 
17 alfa hidroxi " Estriol 

::::::e::".. ,~ ~ J,n. 
~ 1 OH ~ ~ OH 

HO 

Testosterona Estradiol 

V!a biosint~tica de las hormonas sexuales 
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En el presente trabajo se desarroll6 un m~todo de an6lisia para la dg 

terminaci6n de dos hormonas sexuales femeninas que son la progestero

na y el benzoato de estradiol, los cuales se encuentran en un medica
mento utilizado precisamente para suplir las deficiencias de ellas 

por alteraciones de los sistemas de secreci6n que las producen. 

o 

11 

Vº 

OH 
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III GENERALIDADES SOBRE CROMATOGRAFIA EN CAPA DEGADA 

III.1 FUNDAMENTO DE LA CROMATDGRAFIA EN CAPA DELGADA. 

La cromatograf!a es esencialmente un método Físico de separaci6n 

en el cual los componentes a separar se distribuyen entre dos fa

ses, una de ellas es un lecho estacionario, mientras que la otra 

fluye sobre o a través del lecho estacionario, llamandose esta fa 

se m6vil. 

Los m6todos cromotográficos pueden ser clasificados de acuerdo a 

la naturaleza de la fase estacionaria, la cual puede ser un s6li

do o un liquido y del fen6meno que se lleva al cabo. Si la fase -

estacionaria es un s6lido el método es conocido como cromatogra -

f!a de adsorci6n; si la fase estacionaria es un liquido se conoce 

como cromatografía de portici6n. En cada caso la fase m6vil puede 

ser ya sea un liquido o un gas. 

Hay cuatro tipos de cromatografía: 

a) L!quido-s6lido 

" Clásica" Cromatografía de adsorci6n 

Cromatografía en capa delgada. 

Cromatografía de intr.rcambio i6nico. 

b) Gcs-s61ido 

Cro~ctograf!a Gas-s6lido 

c) Liquido-liquido 

" Clásica" Cromatografla de partici6n. 

Crcmatografl,o en papel. 

d) Gas-l!quido 

Cromatogrcf is Gas-1 iquido 

Cromatografía columna capilar 

La variable central en la teoría cromatogr6fica, en el caso de ser 

adsorci6n o partici6n es el coeficiente de distribuci6n de una su~ 

tancia en las dos fases del sistema bajo prueba. En sistemas de a.E[ 

sorci6n este coeficiente varia considerablemente con la concentra

ci6n de la sustancio distribuida y con la :emperatura. 
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Centrandonos en la cromatografía en capa delgada, podemos decir: la -

capa delgada se compone de material granular colocado sobre un sopor-

te adecuado de vidrio, de metal o una película (fase estacionaria). 

La muestra a separar, en forma de soluci6n, es aplicada en gotas o -

bandas (inicio). Después la placa es colocada dentro de una cfimara cg 

rrada conteniendo un disolvente (fase m6vil). La separaci6n se reali

za por migraci6n capilar (desarrollo). 

La adsorci6n de un compuesto en soluci6n sobre una superficie, toma -

lugar principalmente en la interfase s6lido-11quido. En el equilibrio, 

cuando el n6mero de moléculas ha sido adsorbido en una unidad de tie,!!! 

po dada, la situaci6n puede ser expresada por la ecuaci6n: 

a = 
c 

a Ca concentraci6n·en el adsorbente. 

Cd concentraci6n en el disolvente. 

donde "a" es igual a la constante de adsorci6n. El equilibrio es afe_s 

tado como dijimos anteriormente por la temperatura y la concentraci6n 

de la soluci6n. Si mantenemos constante la temperatura durante el pr~ 

ceso, entonces la concentrsci6n es el 6nico factor al que se le debe 

prestar el mayor interés o importancia. En general el coeficiente de 

adsorci6n no es una constante, pero varia con la concentraci6n de la 

soluci6n. 

Un valor obtenido de la cromatograf!a en capa delgada y de vital im -

portancia es el Rf (relaci6n al frente del disolvente). Es un valor -

relativo que se emplea para caracterizar la separaci6n de cada com -

puesto en un sistema cromatogrfifico especifico. 

Cuando se varíe cualquiera de los componentes del sistema (disolvente 

adsorbente 1 tipo de desarrollo) el valor de Rf variarfi simultaneamen

te. El valor de Rf se puede calcular para cada compuesto por medio de 

la siguiente igualdad: 

a 
Rf = --

b 
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a = distancia en mm de la l!nea de aplicaci6n al centro del com

puesto separado. 
b = distancia en mm de la linea de epliceci6n e le altura alcan

zada por el disolvente (frente). 

Relacionando la constante de adsorci6n mencionada anteriormente 

con el valor Rf, encontramos que el valor Rf queda definido por 

la constante. Mientras mayor sea la atracci6n del adsorbente so

bre el compuesto, mayor será " Ca " y este no será eluido tan f.,!! 

cilmente. El coeficiente de adsorci6n "a" será mayor y el valor 

Rf será menor. Ahora si el grado de atracci6n electrostática que 

posee el adsorbente sobre el compuesto es muy bajo, este será f.§. 

cilmente eluido y su concentraci6n en el disolvente " Cd " será 
mayor que en el adsorbente. El coeficiente de adsorci6n será me

nor y consecuentemente el valor de Rf será mayor. Existen dos C.,!! 

sos extremos para los valores de Rf, a) cuando la sustancia se -

disuelve completamente en el eluyente y es arrastrada por 61 ( Rf 

= 1 ). b) cuando la sustancia se adsorbe completamente al adsor

bente, no siendo modificada su situac16n por el paso del aluyen

te, se queda en el origen ( Rf = O ). 

Para obtener 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. 

e) Saturaci6n de la cámara. 

f) T~cnica. 

g) Trayecto y distancia desde el punto de origen. 

h) Cantidad de muestra. 

1) Sustancias acompañantes. 
j) Temperatura. 

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

1) Cantidad de eluyente en el fondo de la cámara. 
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III.2 ADSDRBENTES PARA CROMATOGRAFIA EN CAPA DELGADA. 

Un adsorbente ideal debe poseer un cierto número de cualidades. Su 

poder adsorbente debe ser extendido a un gran número de sustancias 
y su capacidad de adsorci6n debe ser elevada, para evitar la satu

raci6n provocada por las soluciones relativamente diluidas. Es de

seable que la fuerza de adsorci6n del adsorbente sea reproducible 

y controlable o sea que el grado de activaci6n o desactivaci6n sea 

siempre el mismo. La adsorci6n irreversible debe ser la excepci6n, 

lo mismo que la formaci6n de sales, lacas, complejos o la cat~li -

sis de transformaci6n indeseable de ellos. El adsorbente no debe -

ser soluble en el disolvente ni tener impurezas que contaminen a 

la soluci6n. 

Es recomendable que el adsorbente ses blanco o un poco coloreado a 

fin de que por la observaci6n visual, los colores de las zonas o -

de los reveladores no sean contrarios a un color propio de la sus

tancia. 

Para poder elegir un adsorbente se deben considerar las caracte -

r!sticas de las sustancias que se desean separar: acidez, basici -

dad, carácter i6nico, solubilidad, posibilidades de reacci6n con -

el adsarbente o con el disolvente. 

En general los compuesto~lip6f ilos se separan sabre 6xido de alumi 

nio, gel de sílice, celulosa acetilada y poliamida. Las sustancias 

hidr6filas se separan con celulosa, celulosa con combinadores de -

iones, gel de sílice y poliamida. Esta es una guía empírica pues -

hay excepciones. 

Se considera que la uni6n entre el adsarbente y la sustancia adsor_ 

bida (adsorbata) se realiza por fuerzas electrast6ticas 1 las cua • 

les también son responsables de la red cristalina. Por las tensio

nes eléctricas superficiales se inducen momentos dipolares ya exi_!! 

tentes en combinaciones polares. As! pues, la unión del adsarbato 

e la superficie del medio de adsorci6n, esta producida por fuerzas 

i6n~dipolo o dipolo-dipolo respectivamente. Los puentes de hidr6g~ 
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no participan a menudo de la uni6n adsorbente-adsorbato. 

El contenido de agua que posee un adsorbente tiene un significa

do decisivo, ya que las molécúlas de agua fácilmente adsorbidas 

bloquean los puntos activos de la superficie. El poder adsorben

te varía dentro de grandes limites dependiendo del tratamiento -

que puedan sufrir. Siendo estos tratamientos activantes o desac

tivantes. 

La sctivaci6n de los adsorbentes resulta de la disminuci6n de la 

cantidad de agua adsorbida por el adsorbente, y la desactivaci6n 

ea la operación inversa, es decir el aumento de la cantidad de -

agua fijada en los centros activos. El agua libre es aquella que 

se puede fijar o eliminar réversiblemente, por oposici6n al agua 

de constituci6n, ya que la eliminaci6n irreversible de esta aca

ciana una modificaci6n progresiva de la estructura del adsorben

te con desaparici6n de sus propiedades adsorbentes. Algunos métE_ 

dos para lograr un control del agua libre, los encontramos en la 

cita bibliográfica No 8 • 

El adsorbente, el eluyente y la mezcla a separar deben tener una 

correlaci6n la cual se puede sintetizar con el diagrama triangu

lar que se representa en la fig. No 2 • Imaginándose que el tri

ángulo puede ser rotado, a una mezcla de lipidos que serán sepa

rados, un vértice del triángulo apunta hacia la palabra "lipofi

lico" en "mezcla por separar" (indicado con el triángulo punte! 

do en el diagrama), el segundo vértice punteado muestra que la 

fase m6vil (disolvente) ea no polar y que requiere de una fase -

estacionaria activa (adsorbente). Opuestamente, para una mezcla 

polar a separar, los vértices apuntan hacia la palabra disolven

te hidrof!lico y hacia un adsorbente inactivo. 

Por Último al referirnos a los adsorbentes, algunos de ellos con 

tienen en su formulaci6n aglutinantes. Su objeto principal e.a rg 

tener le cepa del adsorbente sobre la placa. El más común es el 

yeso que se añade de un 10 % a un 15 % • Otro aglutinante es el 

elmid6n y su concentrac16n es de 1 % a 3 %•. 
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FASE ESTACIONARIA FASE MOVIL 
( ELUVENTE ) 

INACTIVO 

MEZCLA A SEPARAR 

Fig. No 2 
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J!I.3 LOS DISOLVENTES EN CROMATOGRAFIA EN CAPA DELGADA 

CErecterizaci6n del poder eluyente de los disolventes. 

Este depende de la naturaleza del disolvente y su concentraci6n, 

del adsorbente, del salute y de la temperatura. Despu~s con todc 

rigor se pueden comparar loa disolventes entre aí, esto procedE 

de la experiencia manteniendo constantes los tres Gltimos factc

res. Mediante lo cual se puede utilizar la velocidad relativa R;"' 

y estudiar, (por ejemplo) de este modo la que ha hecho Bickoff; 

la variaci6n del Rf con respecto a la concentraci6n del agente -
eluyente, de esta manera podemos redactar una tabla de las fuer

zas eluyentes relativas para una misma concentraci6n del agEnte 

c:.uyente. 

Le Rosen ha estudiado de este m6todo los mezclaa binarias y ter

ciarias. La vsriaci6n del Rf con respecto a estas mezclas no es 

i:;ier.:pre lineal y frecuenteme11te al contrario de lo fuerza de el.!:! 

ci6n, yo que es exaltado por lo mezcla de dos disolventes, la e

luci6n es m6s pronunciada para uno mezcla de disolventes que con 

cada uno de los componentes de la mezclo. La clasificoci6n de -

los disolventes scg6n su poder eluyente depende del m~todo expe

rim=ntal utilizado por el investigador. Esta clasificaci6n se hE_ 

en por series. 

Numerosos trabajos tienen dependencia entre sí, esto se remarca 

por el hecho de que au forma de clasificaci6n no manifiesta dif_g_ 

rencias significativas, teniendo en cuenta los criterios bajo -

los cuales cada serie tiene su fundamento. Estos criterios pue -
den incluir propiedades tales como la solubilidad en el agua, el 

calor específico de humectaci6n de diversos adsorventes, las teD, 

sienes superficiales, las constantes diel~ctricas y los momentos 

dipolares. 

Sin entrar en detalles de las consideraciones que tienen motivo 

para el establecimiento de las.series, ni de aquellas interacci!!. 

nea que pueden ser r8cponsobles de la eluci6n, aquí unicamente 

se reproduce la serie de Wohlleben. Este autor relaciona el po -

der eJ.u~·r.mte a la ¡:claridad de los disolventes, de tal forma que 
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de acuerda a su carácter pelar es pasible darles un arden deter

minado. 

SERIE ELUOTROPICA SEGUN WOHLLEBEN 

E,- 20 e 
n-Pentano 

Eter de petr6leo 

n-Hexana 

n- Heptana 

Ciclohexano 

Tetracloruro de Clirbona 

Tricloro etileno 

Benceno 

Diclorometano 

Cloroformo (libre de alcohol) 

Eter diet!lico 

Acetato de etilo 

Piridina 

n-Butanol 

Acetona 

n-Propsnol 

Etanol 

Metanal 

Agua 

Acidaa argfmicas 

Mezclas de ácidos-bases-agua 

Alcoholes o piridina 

1.89 

1.92 

2.02 

2.24 

2.26 

2.28 

3.15 
4.J4 

4.80 
6.02 

12.D.3 
19.20 

20.70 

22.JO 

24.30 

.33.62 

80.37 

La extrema sensibilidad de la cromatograf!a, can teda la varia

ci6n de condiciones esperimentales, nos obliga a utilizar los 

disolventes purificados. Una impureza, en pequeñas trazas, por 

ejemplo, etanol presente en cloroformo como estabilizador, pue

de conducir a transtornos profundos dentro de los valores de Rf. 

Con lo anterior debemos considerar dos puntos al respecto de -

los disolventes. En primer lugar los disolventes, deben ser an

h!dras o contener una cantidad de agua controlada; el agua sie!! 

da un agente eluyente poderoso, presente en trazas variables --
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puede perturbar los cromatogramee, como fué indicado en el capi

tulo anterior. En segundo lugar el disponer de un disolvente re

cuperado, debe ser precedido de un tratamiento especial para el_! 

minar cuidadosamente el agente eluyente que pudo ser utilizado. 

Los componentes de una mezcla de disolventes no tienen la misma 

afinidad en adsorci6n para un adsorbente. Este fen6meno e obse.!:_ 

va durante el desarrollo de una cromatoplaca, donde se utiliza -

un sistema con diferente constante dieléctrica. 

Los disolventes menos polares penetran en el adsorbente rápida -

mente y constituyen una fase estacionaria. Los disolventes más -

polares corren lentamente como una fase m6vil y forman un segun·

do frente visible. Un método sencillo para determinar el disol -

vente o la mezcla de disolventes a utilizar en una cromatograf!a 

es el siguiente: 

1. Utilizar una placa (gel de sílice o celulosa) de 5 x 7.5 cm • 

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

J. Aplicar de D.1 a D.2 ml de disolvente, en el centro de ceda -
problema, (difusi6n por capilaridad). 

4. Observar pare cada disolvente utilizado el poder de resolu -
ci6n. Este se observa por el desplazamiento de ls mancha del 

punto de aplicaci6n a la zona de difusi6n radial del disolven 

te aplicado. 

o 
Poder de 

resoluc16n 

pobre o nulo. 

Poder de resoluc16n 

adecuado. 

o 
Poder de 

resoluc16n 

pobre. 
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III.4 RELACION ENTRE LA ESTRUCTURA QUIMICA DE LOS ESTEROIDES V SU 

COMPORTAMIENTO CROMATOGRAFICO. 

1. La solubilidad en la fase m6vil poco polar es funci6n de la na

turaleza hidrocarbonada de los esteroidea: así los eeteroides -

con veintiún átomos de carbono son m§s solubles y de menor pal_!! 

ridad que loa esteroides con diecinueve 6tomos de carbono. 

2. Son las funciones oxigenadas las que determinan la fuerza de -

los enlaces entre las sustancias disueltas y la fase polar est~ 
clonarla (enlaces hidr6geno). También se pueden distinguir (de.!! 

tro del sistema propanediol-bencina de petr6leo) cuatro catego

rías de eateroides. 

a) Loa eateroidea mona-oxigenados (monohidroxilados o monocetó

nicoa), son poco polares y de gran movilidad, por lo cual ea 

difícil separarlos unos de otros. 

b) Loa asteroides dicet6nicoa no pueden separarse aatisf actori~ 

mente por éste sistema. 

c) Los asteroides dioxigenados, monohidroxilados-monocet6nicos 

son bien separados entre ellos por éste sistema. Para los e_!! 

teroidea monohidroxilados-dicetónicos y loa asteroides tricg 

t6nicoa el poder de resoluci6n en éste sistema ea menor, pe

ro se logra la aeparaci6n entre ellos. 
d) Los asteroides trioxigenadoa (dihidroxi-mono cet6nicos), te

tra oxigenados y con mayor raz6n los penta-oxigenados, son -

considerablemente difíciles de separar por éste método. 
Un an6lisia de las funciones nos dice que la funci6n hidroxilo 

es m6a polar.que los grupos cétónicos. En medio de éstes Últi -

mes las cetonaa conjugadas son m§s polares que las cetonas de -

loa compuestos saturados y loa grupos cetona-dieno conjugados -

son aún m6s polares. 

3. El grupo alcohol primario en c21 es el menos polar; el enlace -

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

c20es probablemente el responsable de éste fen6meno, que consi.!!_ 

te en disminuir los enlaces de la molécula con el disolvente e_!! 

tacionario; de ésto que el hidroxilo en c21 tiene un menor efeE_ 
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to de frenado que aquellos hidroxilos en c17 6 c11 ya que tienen 

·impedimento estérico. 

4. 51 se compara el efecto polar de los hidroxilos secundarios fijos 

sobre un mismo ~tomo de carbono ya sea posici6n alfa o beta, po -

demos decir que los !someros 6 alfa, 7 beta, 11 alfa, 17 beta son 
m~s polares que los is6meros 6 beta, 7 alfa, 11 beta, 17 alfa co

rrespondientes. 

Otro factor que influye la polaridad de los esteroides hidrox!li

cos 1 es la posici6n del hidroxilo en el esqueleto. Para una posi

ción ecuatorial o axial dada, un 6-hidroxiesteroide es m~s polar

que el 11-hidroxiesteroide correspondiente. Tomando ésta idea po

demos predecir las características de ~ate o aquel grupo quimico

colocado en una posici6n sobre la molécula. 
Sin embargo modificaciones complejas de la molécula pueden variar 

las características de los esteroides de la misma polaridad¡ por 

ejemplo, el aumento de una funci6n hidroxilo sobre un esteroide -
puede ser el mismo aumento de polaridad que dos funciones cet6ni

cas¡ otro ejemplo se presenta al retirar un grupo hidroxilo el 

cual disminuye la polaridad en el mismo valor que la adici6n de -

cinco grupos metilo. 

Un austituyente en posición tres con una configuraci6n axial (3 -
beta cis; 3 alfa trans) exhibe mayor movilidad que la configura -

ci6n ecuatorial (3 alfa cis; 3 beta trans). La naturaleza del su~ 

tituyehte en G-3 influye en el orden de eluci6n y el grado de se

paracl6n de los,5 alfa y 5 beta epimeros. Estos resultados est~n 

en concordancia con el comportamiento de los esteroides con c19 -

en cromatografía en capa delgada y se confirma la movilidad en -

cromatografía en papel. 

En general los grupos químicos pueden clasificarse de forma sistem~

tica de mayor a menor polaridad, como sigue: 

carbonilo)hidroxil~ aldehido) cetona.)éster)éter~ doble ligadura~ 

ligadura simple 
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Para algún tipo de disolvente el efecto de un sustituyente en una 

posici6n y orientaci6n dadas es altamente característico, en tér

minos de Rf, cuando es comparado con otros posiciones y orienta-

clones, independientemente del tipo de esteroide en el cual ha el 

do introducido el grupo. Se debe tomar el significado de"grupo" -

no solamentecomo hidroxilo, carbonilo, carbox1lico 1 etc. primario 

o secundario, sino adem5s por la posici6n y orientaci6n. 

Esta teoría tiene uno justificación, ya que los efectos estéricos 

son mas pronuncicdos en los esteroides que en cualquier otra faml 

lia de compuestos org6nicos. El núcleo esteroidal consiste de cu_g 

tro anillos rígidamente unidos donde no hay lo posibilidad de una 

inversi6n conformacional y sólo existe una posibilidad relativa -

mente pequefia de confcrmoci6n curvada. Aún m5s, la extensión del 

sistema de anillos provee una gran área del esqueleto hidrocarbo

nado para interactuar con las moléculas del disolvente por fuer -

zas de Van Der Waals. La relativa rigidez de este esqueleto y el 

corto valor de estas fuerzas, hace que las interacciones sean m~s 

sensibles a factores estéricos a diferencia de las moléculas en -

las cuales puede presentarse la rotaci6n especifica y otros cem -

bias conformacionales de baja diferencia energética. 

lII.5 METODOS USUALES DE DETECCION PARA CHOMATOGRAFIA EN CAPA DELGADA. 

A) M~todoe Químicos: este tipo de detecciones tiene el inconveni

ente de inutilizar el compuesto para cualquier análisi poste -

rior. Este se basa en reacciones químicas generales o específ! 

cas que ocurren entre el compuesto separado y un reactivo qu1-
mico. 

El reactivo químico puede ser aplicado por aspersión o por ex

posici6n a vapores o gasee. En ocaciones, para completar la -

reacción, hay que calentar cuidadosamente la cromatoplaca, 

aproximadamente entre 100 - 110 grados cent!grados por algún 

tiempo. 

La t~cnica de aspersión deberá realizarse a 30 cm de la croma

toplaca, con esto se evita aplicar de~osiado reactivo, ya que 

el exceso har6 que se difundan o se corran las manchas. 
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En la técnica de exposici6n a vapores o gases, es indispensable 

utilizar una cámara cerrada y bajo una campana de extracci6n. -

La tabla No 1 define el uso del reactivo y el aspecto de las -

manchas. 

REACTIVO 

Hidrazina del ácido 

isonicot!nico. 

Reacci6n de Boute. 

Anisaldehido en 

~so4 y ácido acétl 
ca. 

Tricloruro de anti-

METDDOS QUIMICOS 
COMPUESTO DETECTADO ASPECTO DE LA MANCHA 

esteroides: progester.Q_ Rosa y ~marillo respec

na y benzoato de estr.Q. tivamente al calentar e 

dial. 110 grados c. 
Esteroides y vitaminas varios colores. 

liposolubles. 
esteroides observar bajo luz UV. 

estr6genos con grupo amarillo 

fenal. 
esteroides varios tonos de azul. 

esteroides y glicosidos varios colores. 

monio en CHC13 con esteroidales 

anhídrido acético. 

?. Acido o-fosf6rico esteroides 

y ácido fosfomolib-
azul - verde 

dico. 

B. Cloruro de 2,3,5 -
trifenil tetrazolio 

9. Vainillina - H3Po4 

esteroides, az6cares rg manchas rojas. 

ductores, glic6sidos. 

esteroides varios colores. 

Tabla No 1 

8) Métodos F{sicos: sustancias orgánicas con dobles ligaduras con 

jugadas o aromáticas absorben luz UV entre 240 y 260 nm ( luz 

de onda corta), produciendose colores característicos. En otras 

casos hay sustancias orgánicas que al hacerlas pasar por luz UV 
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a 360 nm presentan fluorescencia. 

Para incrementar le sensibilidad en la detecci6n de los cam -
puestos separados en place, se adiciona al adsorbente un com

puesto fluorescente, de tal modo que cuando la placa se irrE

d!c con luz UV, les zonas ocupadea por el compuesto se obser

van cc~o mcnchcs escuras. Por este mútcdc no se altera el CD.fil 
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IV PARTE EXPERIMENTAL 

I.V.1 DESARROLLO DEL METODO. 

Esta secci6n fu~ estructurada de la siguiente forma: 

A) Para iniciar el estudio y con ello la posibilidad de alcanzar el 
objetiv~, primeramente se realiz6 una revisi6n bibliograf!ca sobre 

los componentes del inyectable: 

Prop. Físicas 

1. Solubilidad 

agua 

metanol 

etanol 
acetona 

cloroformo 

2. Punto de Fusi6n 

3. Rot. Específica 

4. Max. absorbencia 

s. Estructura 
6. Peso molecular 

7. Estruc. Molecular 

Progesterona 

+ 

+ 
+ 

+ 

121º e 
+172 B +182 

240 mn en metanol 

consultar pag. 14 

314.24 

C21 H30 °2 

B. Estradiol 

+ 

+ 

+ 

+ 

191 - 196° c 
+ 58 B + 63 

232 nm en etanol 

absoluto 

consultar pag. 14 

376.2 
c

18 
H

23 
ococ6 H

5 

8) Como segundo paso se realiz6 una evaluaci6n y elecci6n del m~to

do analítico, tomando como criterio: 

1. Pocas manipulaciones de la muestra desde el inicio hasta el 

final del análisis. 

2. Que sea fácilmente identificable. 

3. Que sea reproducible. 

4. Que sea preciso. 

5. Tiempo reducido de análisis. 

6. Que no requiera la adquisici6n de equipo nuevo. 

Se elige la cromatografía en capa delgada, porque cumple con estos --
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requerimientos por las siguientes razones: 

a) Por este método se realizan operaciones muy seguras, para obte
ner la separaci6n de los dos compuestos. 

b) Se identifican fácilmente los compuestos por.medio del Rf, sin 
ser dañados. 

c) Cuando se ha·seleccionado el adsorbente y el disolvente, el mé

todo es reproducible y preciso. 

d) El tiempo requerido para realizar el análisis es relativamente 

reducido. 

e) Se requiere equipo sencillo para su realizaci6n. 

C) Continuando con el desarrollo s~ eligi6 el adsorbente id6neo, te -

niendo como base el estudio del capitulo III.2 • Se elige para es

te método, gel de sílice tipo 60 F254 , la cual no contiene yeso ni 

aglutinante org6nico, contiene un indicador luminiscente inorgáni

co no elu!ble, que excitado con luz UV de onda corta (para este C_!! 

so), presenta fluorescencia intensa, de esta forma se puede identi 

ficar cada uno de los compuestos sin problema. 

D) El eluyente constituye la parte que nos termina de definir el métE, 

do de separaci6n de los compuestos. En este puhto es necesario re_!! 

!izar pruebas como indica el capítulo III.3 • El utilizar uno u -

otro disolvente o una mezcla, fué en funci6n de la polaridad. Para 

esto se tomó como base la serie eluotr6pica de Wohlleben. 
Finalmente la mezcla con la que se obtuvo mejor resultado, fué be.!! 

cina de petr6leo:acetona ( 4:1 ), con doble desarrollo en la misma 

direcci6n. Una observación de gran importancia para mejorar los r,g_ 

sultados, fué la forma de aplicar la muestra en la placa. La apli

caci6n en banda da mejor poder de resoluci6n que la aplicaci6n en 

punto. 

E) Una vez separados los componentes de la oluci6n problema, se de

termin6 cuantitativamente cada uno de ellos. Esta determinaci6n -

se realiza espectrofotométricaménte. 

F) Como 6ltima parte fué validado el método. De esta manera se·recon!!. 
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ci6 que el método ea reproducible, preciso y exacto. Se realiz6 a 

tres concentraciones ( 80%, 100% 1 120% ). Finalmente se repiti6 -

el método veinte veces con muestra problema. 

Se determinaron los valores estad1sticos siguientes: 

a) El valor medio aritmético ( x ). 
b) La desv1aci6n estandsr ( s ). 

c) El intervalo de confianza ( IC ). 

d) El coeficiente de varieci6n ( CV ). 

Un promedio es un valor que es típico o representativo de un con

junto de datos. Como tales valores tienden a situarse en el centro 

del conjunto de los datos ordenados según su magnitud, los prome -

dios se conocen como medidas de centralizaci6n. 

La desviaci6n estandar es una medido de dispersi6n, la informaci6n 

que nos proporciono es la variabilidad o dispersi6n del conjunto -

de datos en una distribuci6n normal de frecuencias. 

El intervalo de confienza, se refiere a la probabilidad de que un 

valor esté comprendido entre - 1.96 Sx y + 1.96 Sx y esta varia -

ci6n sea del 95%. Con este valor estadístico, la medida de exactJ:. 

tud de un método analítico queda definida. 

El coeficiente de variaci6n expresa (en porciento) la desviaci6n 

del método y con ello, reconocemos la precisi6n o reproducibili-

dad. 

IV.2 PROCEDIMIENTO 

1. Preparar una c~mara para crcmatogrofía en cc~a delgado con pa

pel filtro, colocando en forma de U dentro de la cámara. V adJ:. 

clonar soluci6n de bencina de petr6leo : acetona (4:1). La so

luci6n deber~ cubrir un m!nimo de 5 mm • 

2. Tapar la cámara y esperar un tiempo m!nimo de 2 horas ( tiempo 

de saturaci6n ). 
3. Preparar una soluci6n estándar de progesterona a una concentr.!!_ 

ci6n de 5mg / ml • 
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4. Preparar una soluci6n esHmdar de benzoato de' estradiol a una 

concentraci6n de o.5 mg / ml • 

5. Aplicar ( en banda de 5 cm de longitud y e una altura de 1.5 cm 

de la orilla inferior de la placa) 0.1 ml de soluci6n est5ndar 

de progeaterona. 

6. Aplicar en el mismo sitio señalado en el punto anterior 0.1 ml 

de soluc16n est5nder de benzoeto de estradiol. 

7. Aplicar ( dejar un espacio de 2 cm ) en banda de 5 cm de longi

tud, 0.1 ml de soluci6n problema. 

B. Mercar una 11nea a 15 cm de las aplicaciones descritas en los -

puntos anteriores. 

9. Introducir la placa en la c5mara y esperar que el eluyente a 

acienda. 

10. Retirar la placa de la c5mara cuando el eluyente llegue a la -

marca de 15 cm • Dejar evaporar el disolvente de lo placa. 

11. Repetir los puntos 9. y 10. 

12.Dbservar bajo luz UV a longitud de onda de 254 nm y enmarcar las 

manchas de cada una de las hormonas tanto en el est~ndar como n 

en el problema. Para la progesterona se obtuvo experimentalmen

te un Rf = O.JOB y para el benzoato de estradiol el Rf = D.224 

13. Raspar cada una de las manchas y depositar el polvo de cada una 
de ellas en tubos pera centrífuga. 

14. Adicionar 5 ml de metanol a cada uno de los tubos correspondie.!). 

tes a la progesterona ( est5ndar y problema ). 

15. Adicionar 2 ml de etanol absoluto a cada uno de los tubos co -
rrespondientes al benzoato de estradiol ( est~ndar y problema ). 

16. Agitar cada tubo con agitador vibratorio y centrifugar durante 

10 minutos. 
17. Transferir el disolvente que contiene laprogeaterona a un matraz 

aforado de 50 ml • 

18. Transferir el disolvente que contiene el benzoato de estradiol 

a un matraz aforado de 10 ml • 

19. Repetir cuatro veces los puntea del 14. al 18. , reuniendo las 

soluciones obtenidas con cada extracci6n en los correspondien

tes matraces aforados. 

20. Llevar el aforo con metano! en cada uno de los matraces que ca-
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rresponden a la progesterona ( est&ndar y problema Í. 
21. Llevar al aforo con etanol absoluto en cada uno de los matra

ces que corresponden al benzoato de estradiol ( est&ndar y -

problema ). 

22. DeterminEr es~cctrcfotom~tricamente la concentraci6n de cada 
una de lgs hormonas en le siguiente forma: 

a) Progesterona. 

a.1 Ajustar el equipo a cero con metano! a una longitud de 
onda de 240 nm • 

a.2 Determinar la absorbencia de la soluci6n est~ndar a la 

misma longitud de onda ( A t ). 
8 p 

a.3 Determinar la absorbencia de la soluci6n problema a la 

misma longitud de onda ( A ). pp 
b) Benzoato de estradiol. 

b.1 Ajustrar el equipo a cero con etonol absoluto a uno -

longitud de onda de 232 nm • 

b.2 Determinar la absorbencia de la soluci6n est~ndar a la 

misma longitud de onda ( A t ). s e 
b.3 Determinar la absorbencia de la soluci6n problema a la 

misma longitud de onda ( A ). pe 
23. Calcular la concentración de cada hormona coma sigue: 

a) Progesterona 

A 
pp 

------ x Titula del estándar de prageaterana x 0.5 

Astp en poroiento 
b) Benzoata de estradiol 

Ape 

------~ x Titula del est~ndar de B. de estradiol x o.os 
Aste en parciento. 

Titulo de la pragesterona utilizada como est&ndar = 100.9 % 
Titulo del B. de cstradiol utilizada como est&ndar = 98.3 % 

IV.3 MATERIAL Y EQUIPO 

Espectrofotómetro Bausch + Lomb 2000 a equivalente, equipado can 
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celdas de 1 cm de espesor. 
Centrífuga. 

C~mara cromatogr6fica de 30 x 28 x 9 cm • 

Gabinete obscuro equipado con fuente de luz UV de 254 nm • 

Placas de vidrio de 20 x 20 cm con una capa de gel de s!lice ti-
po 60 F254 • 

Agitador mec~nico. 

Pipetas volumetricas de 100 microlitros. 

Matraces volumetricos de 50 y 10 ml • 
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V RESULTADOS V VALIDACION DEL METODO 

Con el objeto de determinar la linearidad del método, es! como le pre

cisi6n y exactitud, se hicieron determinaciones adicionando diferentes 

concentraciones de cada uno de los componentes y se determinó el % de 

recuperaci6n. 

V.1.1 Resultados de progesterona 

Determ N mg Adicionados mg Encontrados % Recuperado 

40 39.48 98.7 

2 40 40.14 100.4 

3 40 40.84 102.1 

4 40 41.79 104.5 

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 

10 60 59.06 98.4 

11 60 59.29 98.8 

12 60 58.90 98.2 

V.1.2 Valideci6n del método pare progesterona. 

Concentraci6n al 80% de Progesterona 

Parcial Total 

X ( % Recuperado) (X - X) 2 (X • X) 2 

98.7 7.39 1.69 

100.4 1.04 0.16 

102.1 o.46 4.41 

104.5 9.48 20.25 

~ .. 101.42 18.37 26.51 
s2. 6.12 5 = 2.47 SK = 1.426 



X (% Recuperado) 

101.2 
98.6 

100.2 

99.7 

x = 99.92 

52= 1.17 

IC953 • ,! 1.98 

X ( % Recuperado) 

94.8 

x = 
5~= 
IC95% = 

x = 

98.4 

98.8 

98.2 

+ 

97.55 

3.42 

- 3.4 

Total 

99.86 
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cv % = 2.43 

Concentraci6n al 100% de Progesterona 

Parcial Total 

(X - X) 2 
(X - x> 2 

1.64 1.44 

1.74 1.96 

º·ºª o.o4 

o.os D.09 

3.51 3.53 

5 = 1.oa 5x = 0.623 
cv % = 1.oa 

Concentraci6n al 120 % de Progesterona 

Parcial 
(X - i() 2 

7.56 

o.72 
1.56 

o.42 

10.26 

5 = 1.a5 

cv % = 1.89 

Total 

5 = 2.42 

Ic953 = 99.86 ~ 1.54 

Total 
(X - )()2 

27.04 
2.56 

1.44 

3.24 

34.28 

5;¡ = 1.07' 

Total 

5;¡ = D.699 

La exactitud la define el intervalo de confianza al 95%. El método 
ea exacto, un poco menos al disminuir la concentraci6n. 
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cv % = 2.42 

Le precisi6n-1a define el coeficiente de variaci6n. El m~tada.es precl, 

ea,. un poca menea al disminuir ·la cancentraci6n. 

V.2.1 Resultadas del Benzaeta de Estradiol 

Determ N mg Adicionadas mg Encontradas % Recuperada 

1 4 4.23 105;.75 

2 4 . 4.34 108.50 
3 4 4.43 110.75 
4 4 4.41 110.30 
5 5 4.90 98.00 
6 5 4.87 97.40 

7 5 5.03 100.60 
8 5 4.95 99.00 

9 6 5.87 97.90 
10 6 5.91 98.48 
11 6 6.13 102.20 

12 6 5.91 98.48 

v.2.2 Velideci6n del método pera Benzaeta de Estradial 

Cancentraci6n al 80% de Benzaata de Estredial 

Parcial . Total 

X (% Recuperado) (X - )()2 (X - i<)2 

105. 75 9.42 33.06 

108.50 0.10 72.25 
110.75 3.72 115.56 

110.30 2.19 106.09 

i< = 108.82 15.43 326.96 
52= 5.14 s = 2.27 s- = X . 1.31 

IC95% = 4.16 cv % = 2.08 



38 

Concentraci6n al 100% de Benzoato de Estradiol 

Parcial· Total. ; 
X (% Rccuperm!o) (X - X)2 (X ~ x)2 

98.00 o.56 4~00 · .. 

97.40 1.82 6.76, . 

100.60 3.42 o.;:36. 
99.00 O.O{j. 1.00 

x = 98.75 5.86 12;.12 
52= 1.95 5 = 1.396 .· . S¡¡. = 0.806 

IC95~~ = :!: 2.56 CV.%::: 1.41 
. . ' 
' ' ·'. ~ ' . . ' ·, . . 

Concc:ntro:ci6n al ·120% de Benzoatci de Estradiol 

X (% R¡¡cuperodo) 

97.90 

98.48 

102.20 

98.46 

x = 99.26 

52= 3.91 

IC 95~~ = _:: 3.63 

Total 

x = 102.28 

Parcial 
(X - l{) 2 

1.85 
0.61. 

8.64 

0.64 

· Totai .· ...•. 
. (X -'~)2 

4~ú· 
2~31 
4.84 

2.37 

11;.74. 13.93 

S = 1.98 · S¡: = 1.143 

cv ~~ = 1.99. 

Total Total 

s = 5.66 

IC953 = 102.28 ~ 3.5a 

La exactitud la define el intervalo de confianza al 95%. El método 

es exacto, un poco mees al disminuir la concentraci6n. 
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cv % = 5.53 

La precie16n la define el coeficiente de variec16n. El m~todo es 

preciso, un poco menos al disminuir la concentrac16n. 

V.3 EVALUACIU~ DE REPRODUCIBILIDAD. 

Por 6ltimo dentro de ~ate proceso de validc:i6r. ~el método se --
realizaron determinaciones en diferentes muestras del producto 

inyectable. 

V.3.1 Progesterona. 

Muestra No Contenido teg mg Encontrados % Recuperado (X - i0 2 

rico en mg 

1 50 50.09 100.18 0.21 

2 50 49.57 99.14 o.34 

3 50 49.83 99.66 o.oo 

4 50 49.92 99.84 0.01 

5 50 50.62 101.24 2.31 

6 50 50.93 101.86 4.58 

7 50 49.85 99.?D o.oo 

8 50 49.32 98.64 1.17 

9 50 50.11 100.22 0.25 

10 50 48.73 97.46 5.10 

11 50 50.50 101.00 1.64 

12 50 51.02 102.04 5.38 

13 50 49.64 99.28 0.19 

14 50 49.44 98.88 0.10 

15 50 49.84 99.68 0.02 
16 50 49.63 99.26 0.21 

17 50 48.98 97.96 3.10 

18 50 49.95 99.90 0.03 

19 50 49.48 98.95 o.58 

20 50 49.81 99.62 0.01 

x = 49.86 99.72 25.83 
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s2 = 1 • .36 S = 1.166 SX = 0.261 + IC95% = _ 0.545 

cv % = 1.169 

V • .3.2 Benzooto de Estradiol · 

Muootra No ·contenidaTe.Q. 
.·· . . . .. . •. .·.· 2 
mg Encontrados % Recuperado. (X ·- X) 

rico. en'··mg 
•.. l 

1 5, 4.98 . 99.6. .• 1•02 

2 5 4.87 9J.·4. 1.42 

.3 5 5.0.3 100.6 4.04 

4 5 4.85 97.0 2.5.3 

5 5 4.89 97.8 0.62 

6 5 4.82 96.4 4.80 

7 5 4.94 98.B 0.04 

e 5 . 4~86 97.2 1.9.3 

9 5 5.0!+ 100.0 4.88 

10 5 4.9.1 98.2 0.15 

11 5 4.8.3 06.6 .3.96 

12 5 4.95 99.0 0.17 

1::l 5 4.89 97.B 0.62 

14 5 5.02 100.4 .3.28 

1!: 5 4.911 98.a 0.04 

1C 5 4.92 98.4 0.04 

17 5 4.00 97.6 0.98 

1E 5 5.00 101.6 9.06 

19 5 4.98 99.6 1 02 

20 5 4.91 98.2 0.15 

x = 4.9295 98.59 40.75 

2 s = 2.14 s = 1.46 SX = 0 • .326 + rc95% = _ 0.68 

cv % = 1.48 
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mg de Progesterona adicionados 
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·v1 CONCLUSIONES 

1. De acuerdo a los resultados obtenidos podemos decir que el 

m~todo es preciso y exacto ya que los datos de coeficiente 

de variaci6n e intervalo de confianza para cada una de las 

t6cnicas de valoraci6n de los principios activos se encue!!. 

tren dentro de intervalos de aceptabilidad, lo que se pue

observar en los resultados. 

2. La t~cnica para la valoraci6n de progesterona presenta li

nearidad, lo que indica que ea aplicable para la determin_!! 

ci6n de diferentes concentraciones de este principio acti-

va. 

3. La técnica para la valoraci6n de benzoato de estradiol pr,g_ 

sents linearidad a concentraciones altas ( 5 - 6 mg / ml ) 

en cambio a concentraciones inferiores a 4 mg / ml no la -

presenta. 

4. El método pera valorar ambos principios activos es reprod.!:!_ 

cible, como lo podemos observar en los resu ltados obteni

dos. 

s. El método puede ser utilizado en control en proceso ya que 

el tiempo requerido para desarrollar el análisis de los -

dos principios activos es reducido. 

6. Por las conclusiones anteriores se puede decir que el métE, 

do es confiable para el control de calidad de este produc

to. 
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