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El Acetdnido de Fluocinolona (1,2) == Ace Flna .=~ ticee .
actividad antiinflagatoria de aproximadamente S00 veces =

" mayor que la hidrocortisuvna y de 125 veces mnds que la pred

nisclona , presumiblemente debido a la presencia del helf
genoc , el cufl, se ha visto , amplfa les asplicacioncs te-
rapéuticas y reduce los efectos secundarios del esteraidd(d)

Su actividad tﬁpiqé_en peqqeﬂfsimaq qéntilades.se 2

.tribuya particularments a le presencia del grupo.acsténido
‘en la posicidn }6 y 17 . Ea actividad aniinflamtoria se «
~ considera una funcién dé la difluoracién del anillo. B del

ndcleo estercidal .

Al ssociar este esteroide con yodoclorohidroxiquinoe
lsfna o con sulfato de nsowicina , se utilize un el tratg
miento de durmatitis infecciosas « Tembién puede ser.admg
nistrado por vfa nssal , Stica y oftdimica .

Este compuesto-ha sido incluido en nurerosas preparg
cliones farmecéuticas ys s:a en crema o enmlucidn » con &
skn antibidticos , la preparacién que se utilizé para el
desarrollo dzl presente trabajo fue una crema sin antibid
ticos que contiene al esteroide en una concentracién del

0.01% en paso .

Ya que sl ndmaro de productos que contienen este es-
teroide , asf como el nimerc de anflisis cde rutina de los
alemce es grande , sobretodo para las preparaciones en e
crema , es desaable tener un m8toco analftico sencillo ,

tépido y preciso,

Este o8 @l objetivo del presente trabajo, es decir =
ss tratas de obtener un método analftico que minimice el -
nducto de pasos para ls extraccién del esturuide , extrag
to que se cromatograffa posteriormente y el tiempo del dg
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garrollo de este cromnatograma debe tambidn ser mfnimo y -
por supuesto los datos obtenidos por sl nuevo método deben
ser estadfsticamente confisbles «

En relscidn a las técnices cromatogréficas que'uo hen
utilizade paxa la cuantificacidn de ests osteraido » 80 ha
visto que 3 . . .

1. Por cromatog:af!a en faso vapor ( comdnnonta llama
da cromatograf{a da gases ,:comc se refirirf a lo 1argo de -
todo el trabejo ) = ) '
Previanente s le aplicacidn a la columna cromatogréfica ,
‘,cs neceserio convertir sl Ac. Flna. en un derivado, qua ==
pusde ser scetilado o sililsdo , de no ser asf el tismpo -
de retencién del esteroide es muy grande , debiéndose utie
lizsr por lo tanto uns columna muy pequefia , debido s la =
alta polaridad de la moléculs.

2. Por cromatograffa en capa fina .-

Esle ss ol método que se dabs simplificar y es el que so-
utiliza actunlnent. pera ls cusntificacién en sl control
de calidad de’ los productos qus lo contienen,

Este método involucra extracciones sucesives pare separsy
al ingrediente activo del resto de los excipientes que ~=
constituyen & la crems , Por otro lado el desarrollo del
cromstograms es lento. En totel el tiempo de endlisis con
sste -ltndo es de ocho horas . (4) . |

3. Por cromatograffs de llquidos de alta proaiﬁn.-
Dsbido & las dificicultedes de los métodos por los otrose
tipos de cromatogreffas se recurrif a Sste Oltima.

Oespués de haber decidido el uso de este tipo de cromato-
greffa , los pveblemas que shors ss deben de resolver son
los siguientes: i
3.1.< Problems cromatogréfico , el cufl consiste en
sncontrar , tanto la fsse estacicnaris , fase advil y cog
déciones cromatogréficas spropiades que dun ls resolucidn
sdecuarda entre loa picos correspondicntes al Ace Fina. ¥
a los excipientese. :

- 3 -




3.2.- Problema analftico.- Cansists en encantrar una
forma de preparacidn do la muesira tel que , ss rompa la -
snulsidn , se separe el ingrediente activa de ‘los exbipisg
tas y permita concentrar al esteroide en un disclvente aprg
piado.

Le estructuracién del trabajo , contempla prineranen
.te una 1n£rodycc16h en el campo de la cromatograffa , des<
- pués se concenira especificamcnte en la cramatograffa de -
1{quidos huciendo las comparaciones partian&ntes entre crg
intbgrarla'de 1f{quidos cléaica y cromatograffa de lfquidos
modorna , se centra la visién on la cromatograffa da fase
reversa, en la cufl se basa la sepsracién de los axéipien&
tes del ingredisnte activec.

Asf mismo sn la parte do cromatograffs de fese rever
ss se tratan las caracterfsticas principales y relevantes-
do este ﬁuevg tipo de: cromstograffs , as{ como el posible-~
mecanisao bajo el cuel se llevan-a cabo las separaciones -

.qron-togr‘ficao en fases quimicamante unidas,
. : . ) - | ‘
: Después da habgr revisado los conocimientos gens
. ,i-laq necesarios pars un ssjor entendimicnto del trabajo =
sxparimentel se dan a conocer lo2 ensaycs que coddujeron -

al método final que eumple con los abjetivos de la tesis,

i fFinalmente se dan a.conocer los resultados experimen
tales asf como la validez sstadfstice y las conclusionss a
las que se llegb., Posteriormente , como soporte a algunos -
de los temas quu se mencionan brevements durante sl desarrs
1lo del trabajo., al final del miswo se encuuntran los spin
dices necesariocs asf como las figuras y la bibliograffa =

cansul tada.
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le= CRUMATOGRAFIA 3

l.1.~ Definicién y breve historia;
€n la actualidad el téra}

no cromatograff{a abarca una varisdad de técnicas .de saepa=-
racién, fundamantadas en una reparticién de la muestra a a
nalizar entre una fase mévil { Fil ), que puzds ser un gas
o un lIgquido y una fase astacionaria ( FE ) qua puodo sor =
un solido o un 1£qu1do ..

En un principio la ciomntogruffu qda se p:acﬁicahé 8
‘ra principalmente de adsorcidn, en los treintas y los cue-
rentas huits gran interfs por las técnices cromatogréficas -
con el advenim.ento do las cromatograffas en capa fina y en’
pepel . Un artfculo publicado en 1941 por Martin y Synge ==
(5), sobre particién lfquido-1{quido revolucioné la cromato
graffa liquida y sentS las basss para el desarrollo da la =
cromatograf{a de gases .

Oiiﬁinnlmbnto las cromatograf{as de gasas, capa fina,
y on papel recibiesron mayor atencién porque aran més rdpide.
das , dajando a la cromatograff{s de lIiquidos estancada y ==
con un desarrollo més lento .

f0uq1quxor for :a cromatogrifica puede sar definida co-
0 una migracién difercncial , donde los componentes de la
muautra son retsnidos selectivanante por una fase estaciong
ris , que puede ser un s8lido o un 1fquido inmévil.
Las técnicas cromatogréficas son escencislmente procssos de
separacién , sin enbargo puchas de ellas puedsn ser utilizg
das como m&todos analfticos cualitativos y cuuntitattvosg

1e2.= Clnaificacidn da las técnicas cromatogr&fic_s;
Un método cromatogréfico se

puede clllificar segin 3
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-= La forma.en la cudl se reparte la muasstra en la FE.
-= La forma de introduccidén de la muestra.
== £l estado fLsico de la Fil.

A qontinuacidn se analizarén cada una de ellas as{ como las

va;iantes que presantane

1,2,1.- Segdn’ la fprma en la que se reparte la uuastra en
la- FE [ 2ad ’ :

'n) Elucién, A . )

. E1 proceso de migracidn por elucidn as el aétodo
-‘a comin , en &ste , la muestra se coloca en una de las ==
partes tersinales ds ]la columna de fase estacionaria y se =
lava con un disolvente puro. '

Normalmente en ls cromatograffa en columna el disolven
te o fase mévil se pasa a través de la cama hasta que todos
los constituyentes de la muestra han sido eluidos .

Un detcctor colocado a ls sslida de la columna llava conti-
nauamante la cuanta da los componantes que han puasado por e=
'lls y 8l corraspondisnte cromatograma se observa en una cag
ta. . . \
En la cromatograffa en papel y en la cronatograffa en
caps fina , los solutos constituyentes de la muestra gene-

" ralmente no son eluidos dz la fase.estacionarie y el .térmi-
no " dasarrollo del cromatograma * , se utiliza pare descri
bir el proceso do stgparacisn , es dacir el flujo do la fase
wévil, se detiens antes da la alucidn total de los constity
yontes de la mucstra.

Finalments el término " gradiente de elucifn * 6 " ely
cién por gradiente ® ss utiliza para dascribir el proceso =
de elucidi. por medio d:1 cuél la composicifn de la fase md-
vil ss cambia durante la corrida o desarrollo dal cromatoee

gramae.
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b) Dasplazamiznto o= . )
€n al proceso de wigracidn por despla:zamiento , la =
* mugstra se coloca en una Je las terminales ds la columna de
la fasa ostacionaria sflida, la cufl adsorbe a la muestra ,
pero la fase mévil es adsorbida con una fuetza mayor e= gn
relacién a cualquiera de los conponﬂntas da la muestra ——

Por lo’ tanto » la fase mdvil desplaza a la muestra de
la fase astacionaria y la forza a seguir hacia adelante .
'$i los componentes ds la muestra son retenidos con diferen-
te intensidad- » entonces sa’ stactda una - separac16n ‘por difs
- rencias en el desplazaminato s d= tal manera que cada conpo
nente dasplaza al que le antecede y qua a su vez aestf adsogp
bido con menor fuerza. ’

En la Figura 2 , se muestran los dos tipos ds diagra-
mas que ss obtienen con los difarantas tipos de fiigracién,

1.2.2.- Sagdn la forma da introduccidén de la ruestra.s

En la clasificac;ﬁn cromatogré&fica en base a la forma -
de introduccién da la musstra al sistema cromatogréfico sa

. pueden distinguir dos diferantes tipos:

a) El de zonas.- -
Aqui la muestra se coloca en la cabeza de la camas

estacionaria , tods de una sola vaz , ocupando una zona an=
gosts ., Ests ss el métfodo més copdn de splicacién de la mueg

tra .

b) Anflisis frontal.~
La musstra ss agroga a la cana estacionaria da una

manara continua , a una velocidad c?nstante a lo largo de =
la fase anévil , los componantes de la muastra son adsorbidos
hasta que la cama Se satura en este momento se inicia el ropm
pimicnto o separacidn de los componznies de la muustra.



1,2,3.~- Segin el estado ffsico de la fase mévil.-

Este es la dltime de las clasificaciones y es la =
més comin de todas , la mds utilizada y la mds importante .
Hey dos grandes ramas:
a) Cromatograffa de gases.-La fase mévil es un gas y la fa-
se estacibnaria puede ser thtd un}{quido como un sdlido.

b) Cromatografia de 1£quidos o= L& fase mdévil es un lfquido.
¥y la fase estacionaria puado ser un liquido o un s6lido.

En el esquena de la Figura 3 , se piéeden ver claramen
" te todos los tipos de cromatograffa , tanto da gases como -
1{quida.

Las diversas técnicas cromatogréficas se suelan numbrar
por el estado fisico da las dos fases , - estecionaria y mf
vil - , y de hscho se nombra primaro lc fase mévil.

Otra distincidn estd basada en la forms que tiens la -
fase estacionaria, as{ hay cromatograffa en columns y cromg
tograffa on suparficie plana , como es el caso de la croma-
tografia on'cgpa fina y en papel,

‘A continuacién se dan a conocer los rasgos tfpicos de’
cads una do las cromatograffas del esquema de la Figura 3 .
CROMATUGRAFIA LIQUIDO-LIQUIDD ( CLL ) o= 3

También se le susle llamar cromztograffe de particién
o en solucidn. La muestra se separa por particicn sntre las
fasus mévil y estacionaria . €1 dnico requisito es que el -
1iquido que constituye la fass ndvil y el lfquido que cons-
tituye ls fase astacionusria sean inmiscibles .

Cuando en la cromatografia lfquido~ligquido la fase eg
tacionarie 93 ads polar que la fase mévil, dsta recibe el -
nopbre de cromatograff{a da fase normal ( CFN ) , en caso con
trario se llama cromatograffa de fase reversa ( CFR ) .




Este dltima se estudiaré con més detalle en la parte
de cromatograffa d= fase unida ( CFU )

Como una parte de la cromatograffa lfquido-1fquido ,
encontrancs a la cronatografia en papel , donde la fase=
estecionaria son las moléculas de agua que estén sujetas en
las fibras de colulosa.dal papel. :

cncmAchm\rm LIQL.mo-SOLmo (CLS ) o=

También sele llama cromatograffa de adsorcién. Loa ad
sorbentes ( sfiica gel, alémina , & vidrio poross ) , en en
~ pacados en una columna , entonces los componentes de la nues
tra son dasplazades a través de 211a con syuda de la fase =
mévil, la cudl es liIquida .

. Se considara que la cromatograffa en capa fing es la =~
crcmatograffa 1iquido-sélido pcr excelencia , se puede cone
siderar que la columna ha sido cortada , abierta y esparci-
da sobre una superficie plana , en forme de una pelfcula «a
delgade sobre una placa de vidrio y adn asf .1gue aiendo -
ctonatograf!s du adsarsién . )

CRONMATUGRAFIA DE INTLRCANBIC IONICO (CI1I ) .-

Este ss otra de las formas de la cromeatograffa de 1{-
quidos . En ests procesc una resina , que puede ser. natural
o liﬁtltica_, es capaz de¢ llevar & cabo sepzracionss croma-
togréficas en base a un iniercembio de icnes entre los come
ponentes da la muestra y_de la resina.

Aquéllos compu:cstos que tienen iones que poseen dife~
rentes afinidades por la ruvsina pueden ser separados por €3
. te método, E) anflisis de 1los sminuécidos es quizds el ané-

1isis més comdn , al igual que ol anélieis da muchos compueg

tos inorgénicos metflicas .
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CROMATOGRAFIA DE EXCLUSION ( CZ ) e

En este proceso un gel no iénico , Sltamente porosu =
se utiliza para separar materiales de acuzrdo e su tamefio -
molecular , Las moléculas pequeiias penetran a los poros de
la.red del polfmero y por lo tanto serdn retardadas mientras
que las moléculas m&s grandes no pueden penatrar en la red -~
y recorren la columna més répidamente eluyéndose primero.

'T.Se puede hablar de cromatograffa de axclusién en dps fornaaa

4 _a) Cromatograffa de permeacién en gel o= ( CPG ) , qus
utilizae disolventes orgénicos pare la separacidn y los polf
meros gque se utilizan se hinchan en proaencaa de disolventes

orgénicos .

b) Cromatograff{a de filtracién en gol = ( CFG ) , que
utiliza disolventcs acuosos y por lo general los polfmeros
que utilizan son biopolfmercs como protefnas y fcidos nucléj

COo8 o
En ambas , CPG 'y CFG el proceso de exclusiln o3 el «=

‘mismo , sin importar la terminologfa que se acupe.

CRCWATUGRAFIA DE FASE UNIDA ( CFU ) .= l
‘Utiliza una fase estacionaria orgénica , quimicamente

- . unida a la sflica , que le sirve de sopottg e L& ventaja ==

principal es que la molécula org&nica estf unida por un on=
lece qufmico en la superficie dzl soporte en lugar ds estar
mecénicanente sdsorbido cabre la sflica .

Este tipo de cromatograffs de fase unida pertencce a -
1s cromatograffa de 1fquidos , ya que la fase unida es 1lfee
quids lo cufl por ser no polar recibe el nombre de Cromato-
graffa de fase rsversa ( fase estacionaria no polar y fase
advil polar ) , cuando esta fase unida es polar entonces se
1e llama cromatografia de fase normal .

- on 1]l ==



Un grupo silanol de la supoerficie de la sflica reacciona-ee
con Tricloroctadecilsilana ( TCODS.) ; en elpaso (1) un -=
cloro reacciona con el protén active del silanol y se forma

un enlace estable : q}
’ SL-U-Si-R

:CI
En el ucnundo paso , s0 agrege agua y los doa Cloros. roltan
tes se hldrolizan s .

)
) @ " Tcoos - —0-81-(cu2) 174;“3

) - —o-sx-(cu' )yq=CH —!7-2—.——‘
@ Si-(CHady7=Cls |
““"s."‘(c"z)n‘c“s
oH

Ests nuevo enlace es sstable tsnto térmica como solvolfti-
camonte , en contrasts con la CLL , eate grupo orgénico no
ee remuave con cambios de tssperatura y no se hidroliza por
ls presencia de disolventes polares. :
fifs adelante al tratar la cromatograffa de lfquidos ng
derna , se profundizarf sobre el punto ds la cromatograffa

de fase unida ( CFU ) .

CRCMATUGRAFTA GAS=SULIDL ( CGS ) o~

Prineranents es convaniente dar una ligera introduc-
cién s la cromatograffa de gases , la cufl recibe este nom=
bre porque la fase ndvil que se utiliza es un gas , Este QL_
po de cromatograffs se realizes Gnicamente en columna ante =

R BN B et A e el E it gt s s dem i E G A £ e De s g e e b e BT ot i m ea i aaiatee e



la imposibilidad d= trabajar un gas en otra forma.
Técricamsnte , las separaciones estfn basadas en ==

los mismos principios que la cromatograffa de'llquidds ..

Los solutus migran a través de la fase estacionaria dapen=-

diendo de las afinidadas por ella.

El ges acarreador es un gas inerte , caf que el coeficiente

do_distrihuci6n depende ﬁnicamanto;da‘la fase estacionqria.

. " El gan 'acarreador es geno:almenta helio o nitragono.
1- columna puede ser de acsero inoxldablo, de vidrio , de cg
bre o de aluminio . La fase estacionaria ne debp de sor vo-
16t1l a la temperatura utilizada para la separscién , la «=
muestra si debe volatilizarse a esa tenperaturs , ya que ==
viaja a través de 18 columna en forma da gas . »

En la cromatograffa gas-sélido ( CGS ) , existén pow-
cos materisles disponibles que pueden utilizarse comoc mate~
riales de enpaque para la columna . liay adsorbentes clésji«-
cos como lo es la sflica gel s 200litas sint8ticas y 108 <=

-mfs recientes que son los polfmeros porosos.

. ' . . |
La CGS se realiza principalemente con sustancias volé-

tiles qua son liquidos a'tomperatUra anbients .

' Los polimeros porosos son utilizados con compuestos da peso
moleculsr. hasta da 200 , después de cste limite el tiempo -
de retencién ss vuslve excesivo.

La alidnina y la sflica son utilizados tanto como el carbdn.

CRCMATUGRAFIA GAS-LIQUIDU ( CGL ) o=

La mayorfa de los anflisis por cromatograffa de gases
son corridos en columnas utilizando una fase estacionaria ~
1f{quida , depositada sobre un soporte sélido . L1 anpli> ue
so de tales colunnas es debiido a sé gran vorsatilidad , sa
puedan hacer muches combinaciones du fase estacionaria~so-

pottl__stﬂido .
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£l propdsito del soporte sélido es provesr un drea superfi
cial grande sobre la cuédl se esparza la fass astacionaria ;
el soporte debe tanqt uniformidad da partfcula y debe ser =

inerte.
La mayorfa de los soportss cromatogréficos son tierrs

de diatou(cgas » que consiste principalemente de fdsiles mi
croscdpicos da~algaa‘narinap'o Quihicaéento.ud casi por com_ -
ploto.otlic- con diversas impurezas que deban aer.rsmoyidah

antes de utilizar el soports. , ' ' o

1.3.~ Comparacién -niro cromatograffa d;'glaol (CG)- y croma
tograffa de lfquidos (CL) <=

La CG se limite al andlisis de sustancias volétiles 6 de —
sus derivados volétilaes . E1 1fnite superior de volatilize-
cién es variabls , sunque raraments ss utiliza para compuss
tos cuyo punto de ebullicién es mayor de 250°C .

. En 1a CG el gas utilizado como fass advil es inerte y
_.por ‘1o tantp no -tisne ninguna afinidad por los solutos do -
la musstra , de esta manera la ® densidad d¢ atraccioness mg
leculares ™ es casi de disz mil veces msnor en el caso de -
gases ques an 1fquidos ,

~ E1 ges no ocasions la desorcién del soluto , simpleaen
te 1o scarrea s POTr 1o que se dice que la CG es #omo ung ==
destilacién donde 1a presién del vapor s un pardastro im--
portante y la CL es una extraccién donde el parlnogro impog
tante @8 la solubilidad de los solutos .,

Le difusibilidad es menor en el caso ds los liquidos ,
casi por 105veces » lo cual tisne un gran efacto en la velg
cidad con la que s: puede llevar a cabo un anfIisis en cada
una do: las diferentes cromatograffas, siendo mayor pars la-

" de gasas,
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Por otro lado la viscosidad de los 1{quidos es teme~--
bidén wayor', casi por cien veces , lo que interfiero con =
la velocidad dol anilisis . Otro factor que tembién resule
t;'muy iaportante es la tonsidp superficial , en ol caso =
de la cronatogtnffa en capa fina y en papel representa la
fuurza motriz . Los gasaa no tienen tensidn superficial,

Ls dsnsidad ds los liquidoa es casi mil veces nuyor .

. . . que la de los gases al igual quc la 1ncoupresibilidad de =,
. 'los 1fquidos . : . :

_ Todnp las propisdadas antes nombradas son &us que ine
terfieren para hacsr una comparaciédn légica y justa entre
embos tipos de cromatograffas . ' '

Por. tanto un aumento de presidn de cerca de mil atmésfes=
ras harfa a la CG tan eficiente como la de liquidos, pree=~
8ién quo no es posible trabajar en ls CG tradicional .

La cromatograffa de l£quidos es la mfs eficiente pero le -
.mfs lenta , ‘®s por ésto que la CL tiens un potencisl ds rg
“'solucién meyor que la do gases. ' s :
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2.= CRUMATLGRAFIA DE LIQUIDOSS

.2.1.- Introduccién .-

Aunque la forma original des ests tipo
de cromatograffa es la cromatograffa on columna , esta tdc.
nica ha sido ravividn recientenente , la razén ads impore-

_tants pera ésto ha sido el desarrollo de la t‘cnica s 12 -

teorfs y la 1nstrumentaqidn » Que han logt-do que los ené-
liolo,por c:o-ntograftn de liquidoo ssan ‘ufs oficiontno.

Los anflisis por CL, al hicinrnn.on cqlupnas ..Lu fs

.o- advil se percols & traved de la casa estacionsria bsjo

le sccidn de la gravedsd , @ ésts técnica se le llama de

" flujo gravitacional 8 cromatograffe de lfquidos clésicas.

A la CL que ocupa un 1lfquido a alte presifn ss le --
llems crometograffs de 1f{quidos moderna 6 cromstogr.f{s de

_14iuidos de alta prusidn 6 da.alta r-solucidn, porqus son
sistenas capaces de oparar con ads de nil platos tedricos.

2.2.~ Cromatograff{s de Lfquidcs Cideica.- (éLC).
‘précticamente la CLC fue sl dnico -

tipo d‘ cromatograffa utilizado antes de 1940 , por lo tan

‘to los artfculos y 1ibros publicadcs hasts 1950 trataban -

dnicemente de ests tipo de cromatograffa . €s hasta 1971 =
cusndo se publiceron los primeros artficulos de crom:togra=
f{e de lfquidos modezne ( CLa).

€1 procedimiento de la CLC es muy sisple ; un tubo
o columna, genaralmenie de vidria , con un didmsetro de 1 @
S centfmetros por SO0 centimstros de largo , ss espaca con
un-sopocte sdlido . {gsnarfelesote sflice). '
En la parte infarior de la columne se coloca un pequelio -
tepdn de algodén 6 fibra de vidrio , para retener al sopog
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te de la fase estacionaria que es lfquida.

Por 1la parte superior de la columna , se afaden pe-
quefias cantidades de disolvente , el cufl fluye a través =
de la columna bajo la accién de la gravedad, hasta que los
componentes de 1la muestra se separen en 8l trayecto hacia
ls sslida, ' :

Se recogen pequeﬁas fracciones para 01 .nilinis poa-

Ate:iogpo identificacién & cuantificacidn..

€l procedimiento de eluciﬁn puede ser lpnto y puede tomare
se varias horas la identificacidn y cuantificacién en-un -

 9rnn nfmero de fracciones , lo que reéult’ una operucidn -

tediosa .

Por otro lado la aplicacién de la muestra en CLC re

quloru de habilided y experiencis .
Como el trabajo posterior al deserrollo cromatogréfico es

‘muy ‘extenso y laborioso por la.gran cantidad de freccionss,

oe obtiene en la mayorfs de los casos gran varlucidn sn -

la tapvoducibtltuad de los resultedos,

A le cromaiogtaf!a de 1f{quidcs clfsica también =
se le llama cromatograffa abicrts , porque ss trabajs a la
presidén atmosférica. cste constituida por las cromatogra-<

ffas on papel, en columna y en capa fina. }
ron B0 PARS '

2+3.- Cromatograffa de Lfquidos floderna .- (CLU).
La técnice de la CL ha avanzado répi-

damente en los dltimos diez aflos y ha llegado a lo que ag
tuslmente se conocz con el nowbre de ' Cromstograffe de L

quidos de Alta Resolucién * .

€1 tézminc ' alta resolucién ' , se refiere ha que =
se alcanzon, con esta técnica , la velocidad y resolucidn
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necesarias para satisfacer las necesidades analfticas de -
nuestro tiempo, a lo cual se ha llegado , primeramente, .-
gracias a un conocimiento grande de la ClL.

Adn asf , el tdrmino ' alte resolucidn ® ea un tfrmi
no relativo , ya que se ha desarrcllado tan répidamente ~-
que lo quc para hoy es alta xe-oluc£6n puodo no lignificl;
lo dontro de algunps lﬁoa.'

‘ En la CLA ln,colunn._phcdo ser reutilizeds , la in--"-
troduccidn de la muestra as fécil y rdpids , se susie uti-
"1izsr una microjerings , el flujo del disolvents que cons-
'tltuyc 8. la fese mdvil se logra por medio de bombas de al~
ta presidn que son de muy difsrentes tipos . ’ ’
€l heciho de poder tener un flujo controlable da la oportu-
nidad de una mzyor repraducibilidad de los resultadaos del
anflisis. Esto da uns mayor sxactitud en los andlisis,

v En ls Figura 4 , se. audstra un diagrems de. los dife-
.flontll ttpoo de cromatagraffa de 1fquides-, y 8¢ .hace une

" cospazacién de las diferxencias de cada.una de ellas en rse’

lscidn & & aplicacién de la muestra, aplicscifn de la cama,

flujo de la fase mévil, deteccidn y cuantificecidn ,

2:3e1e~ Dooerlp cién de un crountdgrofo de llquldoe de ale
ta prosidn:
Un cromatégrafo de 1{quidos , bfsicemen=
te se compone de las siguisntas partes: '
1) Reservorio para la fase advil,
2) Bomba.
3) Puerta de inyeccién.
4) Columna,.
5) Detector.
6) Registrador.
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) En la Figura 5 se muestra un esquema de las partes -
de un cromatégrafo de 1fquidos de alta presifn.
De una manera muy breve, el funciona-iento yn; gquiho con=
siste de los siguientes pasos. :

~ El disolvente ea bombsado desde el reservorio hacia
la columna . Una vez que se tiene &n sl detector una linea
base acobt&blc qi procede s inyectar la muestra , entonces
‘el disolvents: ( fase advil ) » 1 acarrea hacia ls colus

. ',n- . Esta retendrf 8 algunos de los componaentes de la aues

';ra en forma diferente y sventualmente cada cosponente elui
do ( diluido con el disolvente) , pasaré por el detector ,

que detecta las sefiales correspondientes eén un cromatogra=

ma qus muestra le separacidn de los co-pontntll de la -uql

tra. ’

Una vez , teniendo una somera idea del funcicnamien-
to bésico del equipo , se procederf a snalizar por separa-
. do- cada una de las partes que constituyen sl equipo . .

.m:senvonxo DE LR F:SE mCVILs ' |
Debs estar hecho de uh material inerte ( acero inoq&!

dable & vidrio ) . Su capncidnd dopondcrl del andlisio, -

un litto suele ser lo spropiado.

‘Aqufllas fases néviles , en las cufles ol oxfgeno es sclu=-

.ble , deben ser dugasificedos antes de ser utilizedos , ya

" sea fuera del reservorio o en 6l.

" Los métodos mfs coiunes para la degesificacidn de la
fase advil son: . . -
s) destilando, . ’

b) calentendo ligéranenta ﬁ agitar continuanents.
c) evacuando.
d) slguna combinacién de las anteriores.

-—
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Cusndo se inyecten muestras sin haber degecsificado -
el disolvente provoca la presencia de burbujas en el deteg
tor , lo cufl interfiere grandementes en el andlisis,

En esta parte dal equipb s cabe describir un acceso-
rio muy utilizado , el gradiente de elucidn , el que se u=
tiliza cuando se quiere cambiar la couposicidn ds la fase
mévil a través del anflisis. ,
{in gradiente se puede obtener flcilmente dejando al disol-
vente m&s polar fluir atmosféricamente hacia el otro disol
vente , teniendo un dispositivo de continua agitacidn.

Se puede tener mayor flexibiiidad si ambos disolven-
tes son bombeados indspendientemente a una cdmara de mezee
clado de pequefio volumen ., El gradicnte dessado se obtiene
praogramando las dos bombas , ya sea lineal o cxponadcial--
mente en cualquiera de los dos disolventes, '

'BDNBA: .
‘Las bonbas adecuadas deben ser capaces de entregar =

hasta 10 mililitros de disolvente por minuto a presionss -~
sfnimas de 1000 pes.i.

Existen diferentes tipos de hombas , algunas da sllae
s0 describen a continuzcidn:

8) Reservorio presurizado.-< Es el tipo mds simple , prg
duce un flujo libre de pulsos y. no interrumpido. Sin enbag
go este tipo de bonbas tiene sus limitaciones: presidn li-
mitada, volumen limitado, no puede utilizarse el gradiente

de concentracidn,

Esta bomba produce una presidn constante que es ne~=
nos dessable que un flujo constante . S{ hay un cambio de
presidn en la bomba wl flujo cambiarf y muy probablemante
este cambio no se detectas
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b) Bomba de vaivén.~ Es muy popular pero produce Gi flj
Jo pulsado y requiare de algdn tipo de amortiguacidén .
"Sus ventajas son: puede utilizarss un volunen ilimitado y e
trogn.un volumen constante de fTase mdvil.

c) Jeringa dirigida pui -otor-y'nqu-ltic..- Q-b-o carg:
cen de pulsos.- P-r.'ivitir 1s limitacisn del vdlumen pusden
" ser utilizades por. pltoq o puoden ser diloﬂldns pnru llon.;

se t‘pida-onto. < : :

d) Bomba de diafragma.~ o8 una variscién interssante de

"1a bowba de veivén , cusndo el pistdn estd completsaente ex-

. tendido en su cilindro entonces sjerce una presidn sobrs un’

" diafragms flexibla a trevés de un fluido hidréulico . .

Conforse se presions el diafragms se empujs 1s fase ag

vi hecia le colusna y cuando regresa sl disfragma jale afs -
fese mdvil del reservorio.

 IuvECTOR o g . .
' ' La introduccidn de la musstrs en la cromatograffe
ds 1fquidos moderns ss similar e ls utilizada on czxomatogra-

€{a de gesss .

Se pusde utilizer uns jerings y un séptum , aun-- ’

que este Gltimo se utiliza bastante no es suy recomendatle =
pera la crosstograffs de lfquidos debido s la .slta presidn -
de la parte interna de ls pusrta de inyeceidn , lo que aca--
sions que los septa so'rdnpln~con mayor frecusncia de lo que
se rospen en cromatograffs da geses ,

En la figura 6 se muastrs un diagress de unas vflvula -
suestiresdors , sutomftica , para .c:ou-togr-fta de Liquidos
de Alta presién (cLap ) o
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COLURINAS

Tanto el material de la colunna cono la geomotrfa =
de las conecciones son mucho més crfticas para la CL que pPa
ra CG . Se prefieren columnas rectas que espirales ( canmbioa
bruscos de presién en los codos ) . Las consccionas que in-
" volucran cambios en ol dilmatro 1nterno deben ser evitadas,
Cosacisshtemente las columnas son cortas y ol difmstro intq;
no es ds 2 a 5 milfmetros, .

'Exlut‘n vu:ﬁou factores que cariétorizan _lna.c;--
lumnas en cromatograffa da 1{quidos de slta presiéns

@) Estructurs .- Las dos estructuras bésicas son: totale
- mente porosa o de pelfcula . Le totalmente porosa signifi-
ca una sstructura del tipo esponja a travds ds la cufl ai--
griu tanto el disolvente como la mucetra . El empaque da ps
1fcula.: . consiste da cuentes de vidrio de centro duro cuya =
superficie esté céhierta con una p-ltcula dolgnd- de adsor-
bente . . :

b) Témafo de partfcula .- Por partfcula se sntiende aqud

1la porcién de materis mayor de 50 amiliaicras { una atllonf
eima de metro = una wmilimicra ),
El tamsfio interasdio.varfe de 20-50 milimicras y éates se -
sapacan como Polvos 86CO0S3 s las nicropartfculas son ganers)
ments de 5 a 10 milimicras , éstas logran le -nyor sficion=
cis y requisren de técnicas especiales de esnpaquetarienta,

c) Forma.~ En genersl las partfculas esféricas son mfs <
féciles de empacar que 1las micropartfcules de forama 'irregu-
lar y requieren de una prosién menor para producir el mismo
'IUJOQ .

El tipo de empaque utilizado depande dsl tipo de croma-
tograffa que se quiera emplear , dspendiendo de las caracte
risticas dv polaridad y peso molecular de los componsntes -
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de la muestrs,

En la Figura 7 , se presents un esquema en el qus se
muestran diferentes tipos de cromatografias con algunos ds =
las columnas existsntes en el mercado .'l.f como su descrip-
cién. Este esquema se utiliza pars la Selaccién del N‘todq -

: ctomatogr(figo ’ legdp 1a nu-str- [ unlliz-x. .

La seleccidn da la flso adévil a emplear , debe cubrir,,
en genaral , con las niguiontot caracterfsticas,

l) Que t.ngn 1- polarid-d adecuada parn quo sea cap.z
‘de llevar a cabo ls sepsracidn dessades.

b) Que tenga una viscosidad baja.

c) Alts pureza y estabilidad,.

d) Compatibilidad con el sistema de deteccidn.

o) Debe mojer a la fase  sstecionsria y disolver a la

muestrs . ,
) Si se quiere recobrar la -Jnst:nA.,ontoheco 1s fase

" mévil dabe ssr volétil, pars evaporaris fécilments.

DETECTURI

El detoctot ufs popular es el de ah.oteiGn al ultra= "
violets, .y le sigue en uso el dotector de {ndice de refrec--
cién,. . ' . ) . i

€n el detector des ultravioleta, la celds acepts de 10

a 20 picrolitroes de 1lfquido. E1 fotémetro puede ser de un sg
1o haz 6 da dnblo'hnz y en este ss utiliza una celda estiti~
ca de referencia .

Hests 1973 , los detectores de ultravioclets comercis-
les eran de une longitud de onda fija 4 de dos longitudes de
onds , la fusnte era una l1émpars de mezcurio a baja presién
y las 1ineas utilizadas eren las ds 254 y 280 nandmetros .
Las sensibilidadas tfpicas son de 0.0l y de 3.005 unidades
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de qbsorbancia de la esscala completa ( UAEC ) .

Los inatrumentos mds recientes 1ncnrporan monocroma--
_dores y pueden ser utilizados en todo un intarvulo de longi-
tudes de onda.

En la mayoria de los casos se ha 1ncorporado un espsc
trofotémetro de ‘ultraviocleta o un nanoctuuador, diseflando u-
na celda aprog;;da y condansando al @amaua dal haz si es ne-

. -cesario, h

£l uso do un dotoctor da ultrlviolota r-quiero da uns
luentra que absorba en sl rango del ultrnvtolotl y una fase
mévil quo no absorba . '

Como ase refirié snteriorments , el detector de ultra
violeta da onda vnri-blo, bdsicamsnte consiste de un espec--
trofotdmetro que peraite monitoreer el eflusnte de la colua=
ne a ;uglquiot longitud de onda, ultravicleta o visible. )

) " 'La luz blanca da una fuente continua, 8o sncusntira -
. iﬁ,l- sntrada de un snrejado monscromador que dispersa la -
luz en sus longitudes.de onda constituyentes. La luz monocrp
mética rosultante se divide en dos canalss, uno para la mueg
- tra y _otro pera la referencia.

Muchos disolventes absorben fuertements en la rogi6ﬁ'
ultraviolsta utilizada. Estos no puedon ser utilizados porque
interfisren con la deteccidn de la sustancia que interesa,
Afortunadansnte hay una varisdad de otros disclventes como 3
el tstracloruro de carbono, que absorbe fusrtemente en la rg
gidén de 250 nandmetros, al igual qua el bsnceno y la acetona
pero en esta regidn pueden ser sustituidos por el uso de ne-
hexano, metanol y agua que son transparentes a esta longitud

de onda.
Cn resumen g el datector de ultraviocleta muestra =

-—
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una buena sensibilidad para la meyoria de los éo-puo.too~qr-
gdnicas, Puedan detectarse del orden de micro y nanogramos .

-E8 un detector selectivo, lo cusl pueds verss como uns des-=

ventaja . Can este detector pusde utilizarse el gradiente de
concentracidn ( si se han .ocogido a-hol disolventes que no

absorban al ultravioleta ) . El datector ds onda fij. e Ao~
nos versétil que sl detector de onda: vutllhll. .

Exi-:- otro dotoctor también: -uy utillz-do qu- -
es 0l ‘detector de. Lndice de roftlc=i6n. éste tisne unas rese- .
pussts universal, pero d-nufortunld-onto tisne una --noth;

detecta es de nicrogramos

Mo es préctico pars util! 'ar el gradiente de oli

cién, porgue con un disolvents que casbia .ds composicidn, .ep
tonces el Indice da refraccifn de dos . }iquidos en dos celdss

diferentss no pueds ser ssdido.

Por otro lada, ests datector .es muy sensible @ -

‘los cembioe de temperatura la cusl debs- togullrlo eutdadoal-

asnte @ todo le llrgo del anflisis,

Sin tomar en cusnts estas limitacionss, resulss -
un buen detactor pare ls cto-atografin de . po:nctcidn en 901.
ya que aquf todos -los compuestos producen una respussta sprg

piada.

REGISTRADCR: .
€1 componente final dal equipo de cromatograffa

de alta resolucién es el registradar , el cual comc su noos
bre lo indica , registra todo 1o que pass por el detsctor -

conforme pasa el tiempo .
En general , ls potencia neta - o8 de 10

- zs -w

"1idad muy bajs. E1 mfnimo de concentsacidén de la musstra que »



milivolts , existen algunos que suslan utilizar de 1 & ewe

- 1000 milivolts .

El registrador puede utilizarse con diferentas velocidadas =
del papel. Un componente opcional del registrador es un ints
grador automético o uno combinado con impresor e integrador.

263020~ uontajas de la CL& aobra la CLC .~

La cronatograffa de lfquidos d; -lta tasolucldn

~nue|t:e las siguientes: ventajas:

a) Valocidad.
. b} Resolucién,
c) Sensibilidad.
d) Columnas reutilizables.

Velocidade~ @1 tiempo de ' anflisis es menor de una hora, ls

operacién ss continua y no se requiers mucho tiempo ds un ol
perador en cosparacién con la CLC.

Resolucidn.- Si ®s utilizen columnas selectivas y ‘fesss mévi

les adscuadas, entonces la cromatograffa da 1{quidos pusde &
provesr une resclucién de los numerasos compuestos no voléti

1es qus no pusden ser analizsdos por cromatagraffa de gases,

‘lguqos compuestos son retenidos fuertemente en la colusna ,
por lo tasnto, s muesven a través de ells muy lentamente pro
vocando que el tiempo de enflisis sea muy largo y que la de-

" teccién se complique , : - !

[
En oculionos, un incremento en la tempereturs puede ayudar a
acelerarle elucién de la muestra pero casi siempre resulta -
ads eficients un canbio en la compusicién do la fese névil ..

La composicién, fuerie idnica o polaridad ( poder eluyents )
puede cambiarse ya sea de una manera continua o en pasos,

Sansibilidad.- Los detectores de alta sensibilided permiten
hacer mediciones de cantidades de materia del orden de los

nanogramos , las pequeias centidedes utilizades en la croms
togreffa do 1{quidos da alta prasidn puede representar una-
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desventajs , ya qus si se colectsn les fracciones , le canti
dad presente en cada unes de cade components es muy pequsfia.

Columna reutilizable..- Los comporentes colocados en la CO=—
lumns son sluidos totalments antes del siguisnts anflisis y
si se escogen fases mdviles que no altersn quimicacente las
caracter{sticas de la coluunl » ontoncel dstas puedan ser y-

tilizadas huov-ucnto.
1

" 2e3030m S.I.Occ:lGn del Godo Cronatogr‘ﬂ.co.- a
' : 'Existen dospproximaciones g-noznloa pa:l
1- ssleccién correcta des la fase estacionsris y’do la névil.
Uns que podemos llamer deductiva y la otra intuitiva.

El concepto bésico sn el procoio intuitivo es el siguiepn
ts y o3 ol mismo qus siempre se utilize pars escoger un diso}l
vente apropiade s * sswsjante disuslvs s semsjents ® , tna.eg
nere nfs elegante de decir €sto es 3 los compwestos constitu-
yontes de la.susstra ;, se disuslven msjor ( es retiensn ads -
 tiempo) par disalvents ( fasas sstacionariss).que son qufmi-

cenenta semsjantes & ellos.mismos .,
Uns saners auy dtil de sprovechesr esta principio de congch&;
lidad es considarsr le polaridad de ls fase sstscionaris.

tss moldculas polares serén rctinld-l.por»coluinas -~
que también ssan polares, 10 cual nos ds uns syuds grande en
ls seleccidn, :

La cromatogreffs de adsorcién ( CLS ) , funciona muy
bien para la separacidn de muestras lipofflices, de bajes y «
sesdisna polaridad. Los adsorbentss més comunes gqus se ut;li-
zan en CLS son ls sllnina y la sflics .

Aldaina.- tiene uns superficie que es sltsoente poler , Ca=w
pez de adsorber préicticements todas las moliculas poleres, -
cuanto nés polar ssa la molfcula serd adsorbida con weyor -

—
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fuerza., Una de las sustancias que adsorbe con mayor fuerze =
s @l agua por lo tanto el poder adsorbente de la sldmina de
pende da la cantidad de agua que contenga, la aldnina seca -

ss més adsorbents. P
La alfmina se activa calantﬂndola a 200° y puede ser trata-

da bésica o écidamente.
Sflice .- También pueds aétibarsu'por,caioﬁiahiintn.o prela-
vado con un:#isolyente;iﬁqr;n para:remuver.si_agu- adsorbida,

. 'L-'ctoilﬁogrnfia 1iquido~1fquido o cronitobraffn’-
de particidn es muy dtil para isémaros, ho-dlogos, oligénc--
ros y mezclas complejas. o :

. La particidn con uns fase sstacionaria pular es utilizada oL
neralmente para la sepsracidén de compuestos hidrofflicos y =

la particidn con una fess sstecionaria no polar , se utiliza
principalements para compuestos liofflicos.

‘Las muestras iénicas en la mayorfa de los clsqi -

- pusden ser cromatografiades por intercambio iénice .'COmo.IOI

pardnetros en intercambio .iénico son poco predecibles y siep
pre se requiere de uns aproximacisn de prueba y error , el -
priser csaino psrs la crometograff{a l{quida es el de partiee

cién o sl de adsorcidn.

Ls c:oaatograf!n por exclusifn moleculsr puede s=
plicerss a muestras con. una aaplis distribucidn de peso molg

cular,

Una vez que se ha ssleccionado la fase gstaciona-
ria se procede a seleccionar la faso mdvil.
En el cusdzio que se presents en la ["igura 7 se puede ver cuf.
es el nombzre comercial ds la fase estacionaria que requeri=«
sos pera un tipo de cromatograffa , segdn el peso molecular
y comportamiento de solubilidad del compononte de la musstra
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que se quiere cromatogrefiar. Cada proveesdor le pone un nog;
bre diferents al soports o fase sstacionsaris que vende . Es
to puede crear confusién al quersr encontrar un squivalente
del empaquo qus ss necesita. Una revisién muy smplis pueds .
encontrarss en la referencia (6) «




3.~ CROMATCGRAFIA DE FASE REVERSA:

‘3ele~ Tipos de F-aéa Unidas,-

La cromatograffa de Fase Revep
sa { CFR ) ,, 28 uno de los cepftulos més.interasantes de 1-
cromatograffa de liquidoa da alta presidn.

. Alrededor del 709 dei trabnjo analftico deaarrollado desde

1976 » 80 ha llevado a cabo por CFR

Ll ruzdn afs importanta es quo las neparacion-s
qus nntoriornonte sa llevaban 2 cabo sobre uIlice o resinaa

-de intercembio idnico’ puedan ser llevadas a cabo satisfactn

rinuonte por eate tipo de cromatagraffn.

En este tipo de particidén lfquido-ltquido 80 -
invierte sl sistema convencional de fase estacionaria-polary
y Tase mévil no-polar y por esta razdn se le did el nombre
de reversa, adn as{, en la actualidad se lg sigue dando ss~

- te noabre ya que es una dascripcién QonOtel conveniente .

Actualments , 6l nombre de CFR esté asociado fuertemente ==
con el uso da una fase quinicemente unida a la superficie -
de la sflica gel, qua le sirve de soporte. Esta fase unida

as de natursleza no-polar.

" Can este tipo de faéoa unians, resultan innecg
serias las precolumnas saturadas con sluyente mé$ fase osty
cionaria ( saturadas una de la oira ) 3 ya sea para mantener
al adsorbents al nivel deseado & para prevenir la disolucidn
de la fase 1fquida estacionzria.

Las pelfculas de lfquido que se utilizan en la
cromatograffa 1fquido-lfquido convancicnal no dan busna re-
solucién en las separaciones cromatogréfi:as complejas, por
otro lado las velacidades altas del eliuvente pueden arres=-

trar al 1f{quido estacionario, al igual que , la fase estacig
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naria liquida y al soporte sdlido, bajo la accién de un fly
Jo alto pueds provocar que la temperatura se elsve csrca de
un gredo cent{greado o més , 1o cuél incrementa la solubili-
dad mytus entre anbas fases. ’

.

- Estos problemas son eliminados »i la fase esta~
cionaris ‘consiste de un compussto orgénico unido o ‘snclada.
por un enlacs quimsico.al soporte sélido..

Se han utilizado, principalmente, das tipos de -
fases qufsicas unidas, éstas se enumeran s continuacién;

. El primer tipo involucra las esterificecién directa erntre
" una superficie hidroxilade de la sflica con un slcohol, Se
foraa un enlace Si-0-C « A este tipo de fase unida se le =
llama de pincel, Este tipo de fases unidas tisnen selectivi
did dnica y han sido utilizadas principelments pere .la sepg
racidn de sminas y fencles .

Dssafortunadaments el enlace Si-0-C ‘es ‘térmica e hidroliti-
- camente inestable , es hidrolizado ficilments por ls accién
del agus y teabién puede sufrir intercambios con alcoholespy
por esta tezdn no pusden usarse fases méviles que contengan

agus o slcohol.

Eliliﬁundp tipo de fasaes unidss son equfllas que se pre-
paran. por sililacidn de la superficie hid:oxiladq'do 1la sf-
lica. Estas reacciones son anflogas & las que se utilizan =
para desactivar los materiales que se utilizan como sopore-
tes on cromatograff{a de gases ,

Los grupos silencles de 1a sflica ( Si-UH ) , se hacen reac
cioner con un compuesto organoclorcsilana 4 organcalcoxisi-
leno « €1 tipo de enlace que se forns recibe el nombre de -
elloxand’ 5~91i-05i-C, ol cufl es térmica. y soclvolfticanente
estable por lo que puaden utilizarse fases alcohélicas y a=-
cuosas sin ninguna dificultad.

o= 3] «=

'




~-A continuacidn se wuestran las resccionss quimi--
cas por medio ds 1las cuéles se forman estos dos txpoa de fa
sss unidass '

REACCIUN A .-~ Fases unidas en las que se for-a un enlace

Si-C-~C.
- P
. =81= 0 =St~ _ 4ipO/H' | -5i- U -Si- & ReOM __, -s.s,- -§1—
“SUPER e T TSUPERFICIE
L

SUPERFICIE" _ ~ SUPERFICIE

REACCIUN h e Fases Unidas on'i-- qus ss forma.:un enlace

Si~0-Si-C,
C} ﬁl
. . fleaSi=fte le~Si-lle
0 L OH OH - t . ‘33 .
<7 N\ UL ) \
-est- 0 ﬁi- H ﬂﬂl‘ _-sz- 8 «Si- nniigz '-S'I.- (/] -3‘8.-

SURLRFICIE o SUPERFICIE . UPERFICIE

. 1"20 _
...u)"o.. ..u(gi-.} B B

n- i-lno n--sa-mo " 1)R,S402 .3 . 9 -
@ ——etenle 33 0 aS&

o
-?1- 0 -S8i- . 2)H,0 SUPCRFICTE

SUPELRFICIE v -

£l enlace siloxano , -5i-0-Si-C- , se ha convartido en el -
-Qa disponible de entre todos 103 empaque comerciales de fa
ses unidas , Si se varfa la porcidn org4nica dal compussto

orpanqglorosilanod del organocloroslcoxisilano , la polari-
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dad de la fase unida puede ser csmbiada , la que puedes va--
- rlar desda @l octadecisilanoc , { 0DS ) , que as hidrofébice
hasta el grupo aninq polar de las fases unidas idnicas uti~
1izadas para la cromatogratf{a de intercambio iénico.

Las capss polinérical:ae logran en presancis de =

sgua y las monoméricas se obtienan.bajo condiciones anhidras.

) Aproximadamente seis silanoles estén disponibles -,
pars ser anlazados en cada. nanfmetro cusdrado de la superfi

cie hidroxilada da la sflics gél. No todos ellosson utiliza
dos sn la reaccién dabido a razones estéricas.

€l mayor recubrimiento se hs logrado con trimetiltriclorosi
lano ( THC ) , en el que se utilizan sproxinadamente cinco
de los seis silanoles disponibles, los silancles restantes
quedan inaccesibles, inclusive pars las solfculss dsl solue
to durante las £nt-rlccionou cromatogréficas.

.Se ha demostrado (7) » qus la retencién ds. nust:;
. tnu, o-t‘ rolccion-nl con la longitud de la cadena de la fg
. se uqtdn. Una ‘compsszacién de empaques con igual carga de fa
se unida, demostrd que aqufllos que tisnen la cedens afs -
larga retiesnen al sustrato més fuertessnte , pero‘ln selec~
tividad exhibida , para un determinado ndmero de solutos --
prob-dol fue, la mayorfs de las vncou * lnd.p-ndﬁonto de la
longitud de la cadens . : 3

‘ La conclusién donorul es que las '.D.tlcion.l‘qu
involucran croamtografia da fass revarsa.se llevan a cabo -
mejor si se utilizan el mayor ndmero posible de unidades de
fase unida disponibles , lo cufl da luger a uns mayor ratepn
€ién y -cuando es relevants-'a una msjor selectividad,
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3.2.~ Fases fi6vilas utilizadas en CFR.=-

En la mayorfa ds los casos , los eluyen-
tes utilizados con fases unidas hidrocarbonadas son las mez
clas de disolvsntes polares. Gensralmente , cuanto m4s baja
@3 la polaridad del disolvente'unyor 63 3$u podar sluysnte,

Para sistemas cromatogréficos con.adsorbentes po-
‘Jaras , se ha establecido una seris sluotrépica (Apéndice 2)
‘la cufl estf en ordesn de po&gr sluyente creciente . Para ol
caso da la CFR , la potencia de elucién do los diversos di-
. solventes se ha encontrado que sigue el orden inverso . En
‘la operacién de la cromatograffa de fase reversa, 6l Comee=
puesto més polar es sl qus se sluye primero (8).

El metanol y el acetonitrilo son los més popula--
res, las propisdados que les han dado esta popularidad se -
pueden obsarvar gréficaments en el Apéndice.-2 . Entre fatas
se oncuentran ,» que tiensn ( ambos ) un punto de corte muy
-bajo en el ultravicleta y gque puadan ser obtenidos con una
.pureza bastante busna de una manera fécil y econdnica.

3.3.~ Plantesnisnto del posible mecanismo da separacidn -
por cromatograffa de fase TeUersa.~ .

Y

La naturaleza de las interacciones no-
polares entre entidades polares,.tales como puents de hidrd
geno @ interacciones couldnbicas ya han sido elucidades , =
as{ como el papsl qus juegan en la retencién de las sustane-
cias polares sobre las fases poleres o ionizadas.

Sin embargo , el mecenismo de la retencidn del sg
luto en CFR , se deba principalmente a interacciones no=-pola
res ( hidrofébicas o solvofébicas ) entra las moléculas del
soluto y las moléculos da la fase estacionaria unida, asf el
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mecanismo de la retencidn del soluto en la cromatagraffa de
fase reverss, ve a depasnder de la -lgnituﬂ de las 1ntorlc-

cione- no~polares.

Sin embergo, debido al bsjo poder de mojado ds <=
las entidadss no-polares por las fases mdviles polares uti-
lizedes , resulta diffcil comprender ¢ imeginar que les cg

.d-na- hidtoc-rhonudaa unidas protubgreu. hacia la fase mévil.
. ,4
‘Por lo tanto » ol plpol que jucgnn lal gtupo- ai
llnol y siloxano, que estén presentes y -cc-ltbicl en la fa
se estacionaria , en la retsncién de los ‘solutos no estd muy
claro, Se pusde hacer ls conjeturs de que estos grupos silsg
nol.y siloxanc , qus son hidratados fécilments, reduzcan ls
resistencia s la tranfersncia de masa sn ls superficie del
eluyente acucso , fasvoreciendo el.asojade de. la fase hidro--
csrbomede unids, favoreciendo tasbidn el .zeparto de los so-
lutos entre asbas fases ssgdn su polariddd o lo.cual da ly
ger a ena diferencis .en ls migracidn da Jos cosponentes del.
' soluto y por lo tanto una retencién y la consscuents separg
€ién de los mismos. i . ' , j

. , E1l fundauonto de la cromstograffa 1tquidn-0611-
do ( adsorcién ) , y el de la cromatograffa 1fquido-1fquido
convencional ( particiédn ) , estdn bien establecidos ; pero
la situacién para el caso ‘de lt‘crcultbgt.ffa de fase reveg
sa no esté adn bien cleroc.

€1 mecanismo de la retencidn, fsto es, la natu-
releza de las interscciones entre los componsntes dsl solu-
to y la fase estacionaria no pueder eer .sessjantes a las -
que ocurren en una solucidn verdadera » debido & las longie-
tudes tan cortas de la fase unida ( largo ds la cadena ).

L1 ss --




. Para aigunos autores (9) , el mecanismo imperante
e8 maramente dal tipo adsorcidn entre el soluto y la fase =
estacionaria , en el cual la fase estacionaria unida’ actda
como un adsorbente débil pero selectivao,. I

Dependisndo de la cantidad de la fase orgdnica u-
nida y la polaridad del sluyente , &1 polfmero que constity
_ye le fase unida serd capaz de embasber una cierta cantidad

.- del diqolvedti',.-sl el disclvente smbebido y el disolvente

en los interaticios provocan qQue los mlutos presenten dife-
rentes solubilidades hacia ellos » Ppor lo gque el reparto de
los solutos entre sl disolvente embebido en la fase unida y
el disolvente fuera de ella provoca que se llsve & cabo le

separacidn.

En cargas bajes de la columna, hay poco disolvente
oibobtdo para permitir la existencia de dos fases liquidas,
de tal nan-tn que dnicemente es posible la adsorcidn.

Cusndo la carga de la columne es slte » o1 squi-
'iibrto del soluto entre las dos fases del disolventa se to-
as afs tiempo, @ inclusive puede nolllegar & alcanzarse , -
excepto cuando ‘el flujo ses lentoe '

Es decir , la retencién del soluto en cromatogro=-
f{a de fass reversa es prubable que proéodl por 3 '

's) Particién entre la capa superficial hidrocarbg
nade y la fase mdvil,

b) Adsorcién del soluto sn las funciones no pola-

res ds la fase estacionaria .

Debe recordarse que el hidrocarburo unido puede =
ssr Gnicanente una nmonocapa y que estas moléculas ancledas
tienen pocos grados de libertad, tanto rotacionales como -
traslacionalss en relacién a las fase l{quidas no unidas.

—
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ANTECEDENTES o=

Los ungleantos son preparaciones semisélidas
para nplxcacidn externa , de consistencia tal , ques son sus
ves pero que no estdn fundidos 'y que puedsn ser splicados - .
rlﬁidanento s 8irven como vehfculos de aplicacién tépica de
sustancias n-dicinales y también funcionan calo protactorol

y smolisntes de la pial.
i

_ Lo. unQUehtoo~aan smulsiones , ésto es , una dieo
persién coloidel de un lfquido en otro inmiscible con él.
Si se .-plia ol término acsite para designar a éualquiar if
Quido inmiscible con el sgua y que adesés ses capaz de for-
mer una smulsifn con ells » entonces se pusde clasificar a
las emulsiones en dos tipos :

) Emulsiones de aceite en agus.- sn las qus la -
‘fase dispersante es el aceite nientras que el uodio es ol -
agua, .
h)tﬁlﬁlsionos'di agua en aceite.~ en las qua’ln -
fase dispersante es el agua'y el aceits s el medio, )
AL 1fquido en exceso se 10 llama fase exterior o medio y\ll'
. 1fquido que se -ncuentra sn menor canttdad ss 1. llana fase
'oxterna o disperiante.

~.oauit-ndo. un ungBento es una esulsién de un ma-
terial greso o serosoc en una alta cantidad de agus , pudien
do ser dal tipo Agus/Aceite o Aceite/Agus, dependiendo del
agente emulsificante.
Tales ssulsiones también son refsreidas como cresas § -ul-

siones ao-in611da¢.
La proparaci&n farnacéutica con la qus se trabsjé
pars la realizacién del presents trabajo es una crema , qus

pertenacs al grupo ds emulsién dv aceite/agua. Zsta crema -
. cantiens al esteroide en una concentracidn del 0,01% an peso.



CAJETIVO o=

" Desarrollar un nuevo sétodo anslftico por crooq -
tograffl de 1i{quidos de alta presidn, pars 1- cuantificacifn
del sceténido de fluocinolona que:

1) Minimice 8l ndaero da pasuvs un-liticol pars la en--
traccifin del esteroide .

2) Bininice sl tiompo del d-aarrollo dsl cromatograma.

3) Sea o.tldfstlcanantn confiublo. E . .i

lctuulnonto la cuantificacién de egte l-t-roido
se pt-cttca por cromatograf{s de gases o.por cromatograffs -
on cepa fina, descritos brevements en la introduccidn de la
t"‘?o

ESTUDIU PR:LXIINAR.-

'lll poder cumplir- nltt.f.ctortlmonto nusstro
.objo;@vo » hay qua r.solvqr dos problemas principales 3
. 1) Encontrar sl sistsma cromatogréfico apropiado para -
obtener la resolucién deseada sntre la ssfial corres-
_pondiente a los excipientes de la cremsa y la sefal -
del acetdnido ds .fluocinolona,.
2) incontrar un nuevo mdtodo de preparscién de la mueg
tra que cubrs con los siguientes requisitos:
2e10= loupor la emulsidn que constituye la cress,.
2.2.~ Separar sl estoroide del résto de los excipientes.
‘2¢3.« Concentrar al s3teroido en un disolvents apropiado ==
que no sbscrba en 1la regién de 254 nandmetroe, yu qus la dg
teccifén al ultrasvicleta se hace a ssts longitud de onda.

En zelacién al primer problema , sl cromatogré-
fico , ss escogid como sistema cromatogréfico sl de Cromatg
graffa de Fase Raoversa . Las razones que fundadantan -esta

seleccibn son:

-
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l.- Ptnpildldal Plaicas y qu!-icn del u:.tl!nido dg ==~
fluoctnolona ( Figura 1 ). Esto es; peso waleculer
menor de 1000 , saluble en di.olnntao n:guntcol -
de medians y altas polaridad, :

2.~ En la literaturs se rsconisnda el uso de fases unj

das para los esteroides y sus acstatos
(.s, 10, n. 12. 13, 14 ). . , R

3. Tubi‘n con la syuds de la:Carta para la -ohcctdn
del Giodo cromatogréfice ( l'lgun 7) , sugiere ~'
‘que ls CFR es une buena.alternstivs pu{- utuoldu.
Las columnas disponibles en-el Asboratoric , pese.ssts tipo
de cromatagraffs fueron: Zozbax OUDS ( merca registrads. por
DuPont ) y RicroPack BCH ( merca nghtud. por. Verian Ae-

rograph ).
Las propiedades .de ambes cnu-an m mnon

a1 Apéndiee-1, BRI
Se m -bn columnes. , wscogiéndose.la prisers de e-- x

. 31aa , ‘Zecbax UBS , ye que en fate el tiempo de ratencidn -. o
-del -acetéaido de fluocinolons s mayor y permite que se de- ,

. tects ls seflel corrsspandiente al aceténids de fluocinolone. - |

o upmd- de. la aselial correspondisnte al zesto. de los oxc:l--
- .pientes de la creme. Figura 8., . '

o
A
&t

!

Las fases wéviles recomendadas para esta colusns
y para la cromstograffs de fase reversa en.general son las
mezclas de metanol~agus y scstonitrilo-sgus. :
. Se proberon ambas , observdndess que ls més convg - ,
nisnte era asstancl-egua 90:10 , ya que .oen la fase de scetg :
nitrilo-egua la forme de elucién de la sefiel del esteroide
no ere constante ni adecusds para una ousatificecién satip

factoris del &res.

En relacidn al pxobim du prepsracidn de la mues
tra , se hizo una revisién bibliogréfica, .ncontr‘ndn'se va= .
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rias formas de preparacién previa que parcc!an»sof bastan=-
te Gtiles y se procedié a tratar de lograr una adaptacidn -

- de las mismas s dichas preparacionss. consisten en los uigulqg
tes ensayaos.

ENSAYD 1 .-~ ( 8, 10, 12 ) .
Dispersar. 5.0 g. de muestra ( de 1ls crams ), con
ayuda de una mezcla 1so-octeno (50 ml.) y wetanol-sgus (4:1)
(8 0 ml.) . ‘Colacerlos -en un ambudo de s-paracién de 250 ml.
R-cogor 1a Pase Lnferio: s Que cntt.ponda a la fase metanole
. sguae Llevar a un yoluncn final de 10 ml. Esta solucién se-
"inyects directamente en el cromatigrafo do liquidos da alts
presidén.

Los inconvenientes de este procedimionto son:
1.~ Isposibilidad de dispersaor 5.0 g. de crema en 8.0 al, ~
de le sezcls mastsncl-agua, :

2.~ Debido = 1a pressncia del agus , la eaulsidn no se ros-
pe.y por lo tanc , adn después de 24 horas no se distip
gue la ssparacién de les capas de i-actano/metanol-aguas,

ENSAYD 2.- :
Se intentd hacer la extraccién con i-octsno/mety.

nol, svitsndo la proacncin del agua . Se logré ver la sepa-
recién de las aapas , pero adn asf se encontraron los siguiepn
tes inconvenisntes :

1.~ La fsss nstendlica sumenta considsrablemente de volumen
dabido @ que parte de ls croma queda snglobada sn ells, se=
obtisnen spzoximadaments 15.0 ml de la fase metandlica » la
cusl queda complotaments turbia,

2.~ Como 1a solucién que se obtienan no puade inyectarsc cg
mo tal en sl cromatdgrafo , debido a su alta viscosidad

y turbidez , se inientS clerificarla por centrifugacidn .
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La centrifugacién a 2500-3000 r.p.m. no dié resultado, —

3.~ Otra forma que se intenté para clarificar la solucién =
fue la do suspenderla en 1 gramo de celita y después filtrar
con papel whatman dol nimero 43°, adn asf{ no se obtuvo una-
solwddn apropiada para 1nyactarla on el aparato .

Ls fase mdvil recnmendada para- .lte tipo da procs
dinlonto es notlnol-agua 80320 « En esta se prepares la mues
tra tipa. pero ls, uuestra ‘problema, como se menciond no pu-
' do ser inyectada por lo qus‘qudifcarté olte procodi-ianto.

T A
Eusuvu Jo= C4
_ chtendo un andlisis de las distintas polar aSes
- de los componentes que constituyen la crema , dsto es: I
a) Componsntas grasos, que son solubles en disolventos =
no polarss,
b) Componsntes surfactantas y snalsificantes , que son -
solubles en disolventes de -adinna‘polaridld.
¢) Ingrediente activo, que &8 soluble onlhitglvontoo po~
leres, o o '
Se ve que ss necesario hacer una extraccidn lfquidoslfquido
para concentrar al estaeroids y asf poder obtener una sefial
sceptable , fécilmente cuanteable trsbajande con la senor -
sensibilidad con que pueqa‘trnhlj.f el aparato. 4 '

Se buscaron dos disolventes que fuesen inmiscibles
entre sf, en los que , uno deellos fusse capaz d2 disolver-
las grasas ( hidrocarburo ds bajo peso molecular ) , vy que
el otro oxtrajese al esteraide y 8l menor ndmero posible de
excipientes ( surfactantes y emulsificantes ) .

De ssta manere se revisaron tablas de inmiscibili
dad (15) v se viS que la pareja: acetonitrilo~-npentano, cum
plfa con los requisitos establecidos . Asf se diseild un nus
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vo adtodo: ‘ o . —_
1.~ Se pessan sproxinadamente 5.0 g. de la crems, Ss colocsn
en un embudo de separacién de 250 al,

2.= Se dispersa la creaa en SO al. de n-psntanc, se cslien-
ta un poco en bafio marfa , hasta quc_-o'fqnd- la crema.
Estes paso puede hacerses de variss manersss,

2.1.- Fundir primero la crema y ngrnglé"ol n-pontind trfo

'2 24 Agruglr el n-pontnno c.lionto a 1- ct.ll .

3.- Agroglr 50 -1. da ac-tonitrilo. Agitat fuo:tanonto du-

rante 2.0 min, y doj.r que se ssparsh les capas. .

" 4+« Recoger 1- fass inferior da- lcotonttrllo y pusnrla por
un papul filtro del ndmero 42. Recibir el filtrado en -
un mstraz peora de 125 ml.

5.= Evaporar sn un bafio de vapor con ayuds de unas corrien~
te de aire hasta obtener un residuo lf{quido de calor g
warillo. . .

. 6= Tranferir cunntttativ;nontiAc un matraz. sforado de 10 -~
»ililitros con ayuda de metancl. Llevar al .afora.

- La fase mdvil que se intentd prlnorllon‘q:p-ra.og
te procediaiento fue setancl-agus . El cromatograms corres-
pondients & sste método pusde observerse en la Figura S.
Ambos crosatogrames musstran dos picos mal zesuslitos y apa -
‘Tenteasnte el pico corrq-pdndtonio sl acetfnido de fluocing
lons muestra que #sts ss sncuantra en unes concentracién ba-
Jo. ’ :

A estas mismas musstras j..lll,.gr.g6~n9015 ROL
que la polaridad de la fase mévil , metanol-agua 80:20 y ==
del disolvents donds se encucntra la muestra ( metanol puro)
o8 difurents y la resclucén se ve ufectads por este ‘factor.

El sgua se agrega gota a gota hasta que la muey
tra se empisza a emulsioner , se sgiia muy bien antes de in
yectarse,
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El cromatograma resultante pueds observarse en la Figura 10. °
' En base a eostos resultados , se concldy& que era
primordial afinar el m&todo on relacidfn a la cantidad de a-
gua que se debfa agregar para tener nproxinadamente la mis~
ma proporcidn que la fase vaxl.

‘Polteriornedt-, con nuevas muestras prepdradas se

" vié que con 2,0 #l de agua »- 12 mucstra se emulsiona: de ma
ners ‘que no puede 1legarae a una clarificacidn postorior do"
la misms. . :
Pox esta razdn se prefird cenbier ls concentracién
de la fase mévil a metenol-agua SOsIO’y ahora solamente ers
necesario agrsgar 1.0 ml. de agua a la mustra problema.

Por otro lado, se encéontré qus no era necesario -
fundir la crema o agregar el n-pentanc caliente , da esta -
sansra !o obtenfe cada vez un méfodo cada vez mfs sencillo,

Otra modificacién posterior fue la de -bitl:_ol -
tonOt'qui‘filtraf la fase de acetonitrilo con papel whatman
42 ( paso 4 ) , la simplificocién consiste en filtrar a trg
vés de un pequefio tapén de nlgodJn lo cual hace que la fil-
trlcidn sea mucho m‘s répida.

" De ssta forul ol método final , su fundsmento y
condicionus de opsracién pusdan enlistarse como sigue:s

FUNDARIENT Do~
Reparto do loa excipientes y dsl ingrediente -

activo entre dos disolventes inniscibles entre
sf, acetonitrilo/n-pentano . Eveporacién del -
acetonitrilo y concentracién dal aceténido de
fluocinolona a un volumen final conocido con -
- syuda de una mozcla de metanol y agus { por se

parado ).
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IATERIM..-
1.~ Cromatdgrafo de lfquidos de alta presidn .

Barca DuPont, madelo 830, con dstector ds ule
travicleta de onda fija a 254 nme E1 sistema
de inyeccién es con un loop cuye capacided es:
de 20 microlitros. .

2.~ Embudas de upuaciGn de 250 »l. (2)

S.- Embudos .de fltrecién répida. (2)

4.~ Probatas ds 50 ml.(2) - .

" Seo= Batraz. cénico -invertido ( pere ). (2)7

6.~ Batrace: sforados de 10 ml.(2) S

7.- Balanza snalftics.(l)

8.~ Pipstas Pasteur. (4)

9.~ Algodén.

‘REACTINGS .=
‘Retanol destilado, grado npacuo.
Agus destilada.
Acetenityilo, greda np-ctro.
© Nepentanc.
PIOCEDII!EIIO.-
le=So puon slrededor de 5.0 g. de 1@ creme .

2.~ Se colocan ‘on .un ‘embudo ds l.puu.tdu ‘e ==

250 .al.

3.~ Agregar 50,81 de n-pentanc y 50 al, de ncotg,

aitrilo , ’

4= -Agitar fusrtasents ds 3 a 5 ainutes.

S.= Dejar qus se ssparen las fsses. Recoger la -
fase inferior de acetonitrile filtrando con’
un tepén da slgodér. recogiendo el filtredo -
en una pera, ' :

6.~ Se lava lo fase ds n-pentanc con 10 al. do =

acstonitrilo. Se adicions el resto de la fe- -

se de scetoni.rilo.
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7.~ Se svapora el acoetonitrilo con ayuda.de un
balio de vapor y una corriente des aire . Se
retira cuando queds un residuc de color asa
rillo cleroc. .
8.~ Se deja enfriasr y se transfiers el residuo
con ayuda de netanol a un natraz aforado de . ‘
"10 'ml. :
9.-Ant-c ds aforar , lgrogar lentamente y- con
.gitlci&n (gqvt- a gota) , 1.0 ml. de sgua
. 10¢= Llevar al. -fnro con metanol y ngitar fuerts
mente.
1l.~ Filtrar con papel uhltaan del 42, el filtra
v do se inyects sn el cromatigrafo de l{qui=e
-~ dos de alta presidn.

OBSERVACICNESS
' ‘a)-Para que la emuleidn que forma la creme s -«
romspa, .es necesario que estén presentes los -
. dos disclventes , -cqtonitrilo.y n=pentano .,
.-La separacién de las dos feses es cospletamep
te clera y limpia.

») Pars que sl enflisis sea cuantitativo, ss re-
comisnds que se laven cun acetonitrilo, sl tg
pén del embudo de separscién, la cola de dste

y la del embudo de filtracién rlpida, recogien
do todos los lavados en la pera.

c) Para la transferencia del residuo lfquido de
calor smarillo ss recomienda utilizar dos pi-
petas pasteur, una pars lavar con mstanol y -
la otra para iransfearire

d) Si el rediduo de color amerillo, se llegs a
solidificar al enfriarse, se puede calentar
ligersments en el vapor para facilitar la -
transferencia.
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PREPARACICH DE LA BUESTRA DE REFERENCIA.-

CUNDICOI&ZS CROBATOGRAFICAS BE GPERACION.~

Se pesan sproximadsments 2,5 -g'. de la suestre -
de referencis de scetémnido de fluocinoleme. Se -
colocan en un metraz aforsdo de 30 ml, Llevar al
aforo con la fase mévil ( Metancl-sgua 90:10 ) .

Fase Estacionarias Zorbax COS . . : |
Fape Mdvil: Netsnol-agus 90:10. '
fFlujo: 1.0 .ll.iﬂ. (1100 ’c..io).

Velocidad de la eu-ta : 0.25 in/-in. l

Atomnci&n: 8 x lll UREC « '.

- .Tomperatura: ambients.

CALCILGSs

Inyeccién 3 fija de 20 microlitros.

La ostisesién cwentitativa de la concentrecidn dal
mt‘nido ¢e fluocinolens se hace per ls relecién

.dal €xea del pice de ls -uutn prebleas y de una’

. musetrs -de referencia , cuyea qmntnc“n ss confj

El érea del pico se determina por triangulacidn a
1a mitad da 1. altura del pico..

. La.centidad de acetdnido de fluocinolona se c.lcg

» ™ -.dunh 1a siguients Muulu

% Ac. Fine = -ARRAPreb x _Cong. Std, x100

Bendss o0, Flna = Acoténido de fluocinelona.

Ares Std. Conc. Prob.

Std. = Nuestrs de refersncia.
-Pgalb, = Husstras Preblema.
Conc. = Conceniracién.
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BESULTADOS o~

Este esteroida tiene su méximo de ablorci‘n ll
vltraviocleta a una longitud de onda de 238 nlﬂ“ltr.l.\.
( Apéndice 3 ) . .
El cromatégrafe de 1fquidos de :alta presién tiene un detag
ter de ultravioleta de longitud de onda fija a 254 nanées-
tros.
: Do esta furla bui‘ndoncl en 1( pr-piodld del a-
ceténido de fluscinolona sde absorber ssta radiscién s 88 =
. pusde detoctar conforme se sluye de la columna , obtenién~
‘dase una ssMal ( pico ) de €rea proporcional a la cencen<=
tracién. _ .
El crematograma tipico del acetinido de fluocing
lana para las condiciones crosatogréfices espec{ficas de -
la seccidn anterior se musstra en la Figura 10, )

CRUMATOGRANA TIPICO DEL ACETUNIDL DE FLUICINGLONA EN LA
RUESTRA DE RSFERSNCIA EN EL EXTRACTL DEL paaau:m\ Y O
Sy conn.svnnozzurs PLACZBO.- ‘

Ei placebo, se Liace con todos los excipientes -
que constituyen a la crema oxclptuhndo.cl ingredients actj
vo, también se le pusds llamar blanco del probless.

i-hoi cto-itogrcnnn » 0) del placeho y el de lajiuoltra -
preblema pusden observsrsa en las figuras 10 y 117. E1 tiep
po de retencidn para el acetdnido de fluocinolona bsjo las
ssndiciones cromatogrdfices descritas en la seccidn ante ==
tior es de 4,27 ainutos. :

REPRODUCIDILIBAD. -

€8 un requisito absoluto que ls respuesta del
datecter sea reproducible para la duracién del tiempo dal
anflisis y de las corridas de calibracién , si es que al
detecter se va a utilizar para la cuantificecidn .
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Una medida de la reproducibilidad del detector es la dese=-.
vizcidn estdndar de una serie de respuestas del detector -
para picos idénticos de igual concentracidn.

Le precisién de un método analftico &s una medi=
de de qué tan bien se replican los anflisis . La repetibi-
lidad y la reproducibilidad son medidas de la precisidn.

La iapotibilidad se utiliza generalmente para d§:
finir la precisién de un mismo operador repitiendoc un mis=
mo anflisis en un mismo aparato. !

La roproducibilidad'se utiliza pars medir la prs
cisifn de un ndmero de cperadores corriendo 1a misma mues=-.
tra en @iferentes aparatos . Es decir es la precisifn obte
nide entrs laboratorios,.

El cromatograma correspondiente a la repetibili-

‘dad de la inyeccién ( aplicacidén de la muastra ) , para el
presents método se pu:de observar en la Figura 12.
1

LINEARIDAD.~
' El concepto de linearidad se.muestra en una grf
fica de cantidad inyectada contra la rospuassta del detece~’
tor , le cufl pueda medirse por medio del &rea de los pi-~
Cos o de la slture de los mismos.
Se dice quo la raspuestia de un dotector es li-

n:al si le diferencia en la respuesta del mismo para dos -
muastrar es proporcional ale diferencia en concentracidn -

de las dos muostrase

Una respucsta lineal del datector sparece como
una 1fnea recta . E1 grado de linasalidad del datector es
1o cercano que coincidan los puntos o nc con una 1{nea recta.
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La cuantificacién en basz a 4reas ds picos es Te-
jor que la cuantificacién en base a alturas ya que el £rea
bompensa errores o efectos cromatogrdficos que ensanchan -
a los picos,

En el casc dal ptesente método 61 detector si de-

.mostrd una respuesta lineal por lo tanto la concentracidn -
si es ptoporcional al Srea.

" €En la figura 13 se muestra el cromatograme que se
obtienes al ir aumantaﬁdo la concentracién do la muestra ti-
po da 20 en 20 microgramos por mililitro , Para que se obe--
sorvara mejor la linea recta se hizo otro cromatograma en -
el cual la variacidn de la concentracién es da 10 sn 10 mi-~
crogramos por mililitro. Este G6ltimo se muestra en la Fi-
gura 14.

También se anexa 1la gréfica correspondiente a la

variacién da la concentracidn ( abcisas ) contra respueste
‘del detector ( ordanadas ) , Figura 15 , '

El factor de correlacién , que nos da el grado de lineali-
dad de los datos obtenidos es igual a 0.9992008 , que ss ob
tuvo por medio dal uso de un programa da calculadora ( pe-
ro pued: obtenerse como se indica en el Apéndice 4 . '

RECUBRCS ( Porcentaje de recuperacién del producto ) I '

En la tabla que se muesira a continuacién se dan
10s datos obtenidos en el anilisis del aceténido de fluoci-
nolona en una crema & la cudl se ls ,agrega una cantidad cg
nocida dol esteroide , con 8l objeto do estudiar el porcen-
taje de oxtraccidn del esteroide utilizando el nuevo método,
Tanto las férmulas como los argumentos necesarios para ls
obtencicn dz los lfmitues de confianza se dan en el Apéndice

4, Ver raferencia (16).
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TABLA ‘DE LUS RECuUBRCS o

Buyestra miligramoé fiiligramos % Recuperado ( x=X )2

adicionados encontrados (x)
1 - 0.525 0.5;190 | 9%7.446. 0.075
II . 0.525  0.50915 9q.951_ . 0.036
1 0.2 0.50696  96.564 | _o;asa.
v 0.525 0.50734 96.637 0.286
v 0.525 0.49746 94.750 5.866
NI 0525 0.5213 99.296 4.511
VII 0,525 0.51970 . 98,950 3.305
viir o.s2s 0.50776 9.7 4.0.501'
L= 97,172 514,65
s=1.44680

4
€l intervalo de confianza para un 95% da probabiiidadao es
igual @ 97.172 ¢ 1.531 . Lo cual significs que para cada =
cien anflisis quesc-hagan , podemos tener la certeza de que
por lo menos 95 do ellos., el parcentaje de recuperucidén -
del esteroida por el nuevo método caerf en el rango 98,703:
y 95.640
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CONCLUSICHNES o =
La precisién que se abtisne por cromatograffa

de 1fquidos da alte presién { CLAP ) es muy superior a la =
que se obtiens por cromatograffa en capa fina. ( CCF ).

Por CLAP se favorece la autometizacidn , lo =
cufl nb'auceds'por CCF. Esto es deseabls » scbre todo cuan=
do sl ndmero de anélisis de rutina es muy grande , como. a8
el c-no del praducto onsayada para lea t.sil.

A Debido a que 1; CLAP ofraco un nayoi'ndnero -
de platos tedricos por el tipo de empaque que se utiliza ==
{wicroparticulas), ésta tiens una mejor resolucifn que ls =
CCF . Por otro lado la selec:iividad do las columnas también

8 mayaol.

Por CLAP , como la fase mdvil es un lfguido -
presurizado , hestas 5000 p.s.i. puedan utilizorse , el tiep
‘po del dqb.rrol;o del cromatograns es rdpido, en cambio el
d--lrrollahds; cromutagrama por CCF a8 muy lento y no 88 ==
pusda reducir ya que el lfquido , fsse mévil, se desplaza -
por ls fase estacionsria por capilaridad ( tensidn superfi-
ctd).

Pera sl prasante a&todo el tiempo .del dnln:rallo dol crome-
tograma es menor de siste minutos comparads con cerca de ==
cusrsnta ainutos que tarda por CCF.

Otra gran ventaja del nuevo método sobre el -
antigOo ee el ndmaro de pasocs que son necessrios parsa la ex
treccién del estoroide , se redujo s una sole extraccién 1f
quido-1fauido , ocupdndose dnicsmento un echudo de separa=-
cibén y la separecifn de las copas de ac=tanitrilo y nipentg
no es rdplda y claru.
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Por el mitodo de CCF la extraccifn del esteroide se lleva -
aproximadurente noventa minutos por el nuevo m’todo se lle=-
va treinta-cuarenta minutos.

. De acuerdo a las vantajas mencionadas anterior-
menta se concluye que este método es mejor habiendose cum--
plido el objetive de la presente tesis, '
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APENDICE I o=

COLUMMNA ZURBAX ULDSe= .
€s un empaque utilizedo para CFR , di=e
cho empague se produce por una unién quimica de grupos octa
decilsilano a las partfculas da sflxca gel de la faae esta-

cionaria.

La fase unida de octadecilsilano ( UbSA) s 5 una
monocapa producida haciendo reaccionar un silano monofuncip.
nal con el soporte ZCRBAX o Una verdadera monccapa unida da
la nayor y mejor reproducibilidsd cromatogrédfica en columnas
porque se obtiene una cubiurta en la superficie que es wnés
unifcraa y controlzblee

Z1 uso datreactivos polifuncionales ( silanos -
di y tri funcicnoles -} pusda dar una cubierta en la superfi
cie qus nro s2a pzrirja , con 4reas de fese unida préximas a
dreas d:: s(lxva desnuda en su superficie.
Este rﬂcubrimianto no uniforne , puede dar como resulteado -
qiéle ocurran mecanismus de separacién mexclados y diffciles
de reproducis de columna a columna .

, Las partfculas de esta columna tienen un inter-
valo de temaiio de partfcula de 5«6 milimicras , de fornma eg
férice y de un tamaiio uniforme . Le méxima presién de opera
cidn do esta columna es de S000 pes.i. y la mixima tempera=
tura es de 65°C. No se dube .utilizar esta columna por deba
Jo de un pH de 2 y no arriba de B , Lste empaque 3s compati
ble con cl agua y con los disolventes comuncse

La naturaleza de la fase estacioncria de vsta =
columns es no-polar y es utilizada con mayor frocusncia ==

con fases mdviles polarss , tales como agua-getanol y acetg
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nitrilo~egua, Si se aumenta la cantid.d del disolvente orgd
nico generalmente se reduce el tiempo de elucién de la mues
trae. Los gradientes de fase édvil, puedan utilizurse cuando
. el componente orgénico es el disolvente secundario . Las fa

_ses nﬂviles hidrocarbaonadas tiennn, por lo general muy poca
utilidad con la columna ZORBAX 0Ds..-

Sin embargo parsa la separacién 'de agentes lipofI-'
licoa se puede utilizar la nueva técnica que se llama cromg
togruffs de fese reversa no-acuosa , aquf la fase mévil que
se utilizea es una composicidn de mezclz de metanol & ecsto=
nitrile con cloruro de metilenoo tetrahidrofurano y aumen--
tandc la cantidad del componente menos polar se reduce de«p-
nuevo el tiempo de retencién.

Cono las fascs mfviles recomendadas ‘don relativa-
mente viscosas , la eficiencia pusde aumentarse al aumen--
tar la temperatura de la columna en sllintarvalo.do-60°c .

Plkl,linpinrrliacolunna de materisles que estén -
fusrtements retenidos , la columna se puede snjuager con di
solventes nds fuertes s #8to es men:s polares , como clorue
ro do metilenc, 4 hexano .

. La. columna ZORBAX 0DS es un empaque con. un poder
de retencisn slto, pusde utilizarse pera diferentes muestras
cubriendo un importante intervalc de polaridades, Les apli-
caciones tf{picas son 3 hidrocarburos arcmfiicos, bencencs =
hslogenados, fenoles, esteroideus y sus scetatos,

Las fases ZUuR3AX GDS, son similares a les feses = -
de PCRNAPHASC LDS pero tisnen una selectividad y oficiencia
suparior a esta dltima. Una conceniracién més alta de meta-
ncl en una mezcla aguaeqptanolﬂsor‘ requerida para obtener
1a misna retencidn en una.ZLR3AX comparada con una PERCAPHAL e
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. COLUMNA IMICRCPACK o=

£l nombre ficropeck es el nembre genérico del so-
porte utilizado porlla compaiifa Varian Aerogrph . Existen «
diferentes tipos de columnss basadas en este mismo soporte
. ¥y que difioren entre sf en los grupos funcionales para cada
tipo de cromatogrufia.

As{ se puedsen . .encontrar las aiguiantas columnas pa

ra esate misno soporta-
l.~ Para cromatograffa de adsorcién: Eatén las siguientes
-columnas; filcropack Si-5, flicropack Si-10, Nicropacke-
Al-10 . ' ,
2.~ Para cronatograffe de fase reversa s [licropack CH y
i ficropack MCH .
3,~ Para cromatograffa de fase normals @icropack CN y G
cropack NH2. .

En la columna RICROPACK CH , el grupo funcionale-
es ol octddaci1311nno polimérico , tiens un recubrimiento -
alto, de cefca del 22% , se utiliza para compuestos pclares
tales como hidrocarburos arom8ticos, esteroidus y pl‘stlco..
Capecialmanto dtil para écidos grasos de cadena larga.

" En la columnn MICRLPACK mcu » 8l grupo funcional
e® tanbién 61 octadecilsilano pero monomérico, ss decir un
recubrimiento bajo de cerca del 8% . £s una columna gue ss
ocupa para compuestos polares y no-polares . Es Sptima pa
rs separaciones en las que hay supresidn de iones dcidos =
débiles, tambidn puedu ser utilizada an ocasionss para es=
teroides .

Ls CFR .de moléculas relativamente polares y los
comple jos de pares do iones requiuren el uso deo una fase =
monomérica unida para obtener una répida transferencia de
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mesa pars lograr una resolucidn eficienta o

Ls columna monomérica MICROPACK MCH ha sido dise-
Bada principalmente para cromatograffa do fase reversa ds =
coappesios ionizables , es recomendads par- cronatograffa -
por suprosién de 1oneo.

Enta‘ coldmna tlnpdco pdédo utilizarse ﬁor“dohgv

Jo de un pH de 2 , ya que el enlace Si-C.de la fass sstacip
naria estf sujeto a un ataque nucleofflico y l'np pH arriba

de 8 , la disolucién de la silica coao tal en el agus , se
vuslve cada vez més importente , adn cuando la fass estacio
naria c18 hidrofébica da las columnas NCH y CH significati-

vaments reduce la velocidad de disolucién de la fase do sl

lixe en las faaol_acuo.as.
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- APENDICE 11 o~

.PRUPIEDADES DE LAS FASES WOVILES UTILIZADAS SN LA CFRe=-
Algunas propiedadss pertinentes de diferene~
tes disolventes que tienen uso potencial en CFR se encuen--
tran enlistadas en la tabla que incluye este apéndice.

‘La tensién superficial y la constante dislég
trica del disolvente qus hace de fase mévil ., juagan un pa=-
pel impcrtante en la retancidn dal soluto. Por atro lado la
viscosidad estd relacionada con la'difusibilidad dol soluto
en la fase mdvil y por lo tanto tiene un efecto importantl
en la aeficiencia de la columna.

La magnitud de la presidn a 1lo largo de 1la co--
lumna también esté determinada por la viscosidad del disol-
vents , as{ como el flujo obtenido-a esa determinada presidn,

La polaridad y la tensidn superficial son mayo-
Tes para sl agua on relacidn con cualquiera .dal resto de - ==
los disolventes , asf el agua resulta el peor eluyente en =
CFR . E1 mstanol y el acetonitrilo son los disolventes org§
nicos con mayor popularidad en este tipo du cromatograffa,
debido & su po;aridad, facilidad de- obtanc16n, punto de cor
te en @l ultravioleta y aon los sluyentea recomendados.
Los eluysntes ds polaridad me.ia se obtienen haci:ndo mez--
clas metanoleagua y acetonitrilo-agua.

Las figuras 16 y 17 muestran la variacidn de la
viscosidad, tensién superficial y constante dielécirica pa-
ra la mezclas nombradas ., Se puede ver qus, en ambo® casas,
la tensidn superficial y la constante dieléctrica decrecen
mondtonamente con la concentiracién del componente organicoe
Por otro lado la viscosidad primero se incremunta con el ey
mento dul componunte orgdnico y duspuds do alcanzar un méxi
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mo empieza a decrecer . Este efecto sstf particulermente -
.mercado para las mezclas de metanol-agua ,'10 que ocasiocna
problemas considerables cuando se hacen gradientes de cone<
centracidn en base a estes mezclas, ‘

En base a los gradientes de coﬁcentfaciﬁn s éstas
se llevan a cabo cuando es necesario auiientar el .factor de
capacidad del intervalo cromatogréfico .

Ab;eviicionnﬁ ocupadas in la tabla:
bep. » punto de abulliciéﬁ. .
I.R. , fndice-de ref:accidn a 25°%,
UsV. , punto da corte en el ultravicleta, ésto .o, lon=-

gitud de onda a la cual la densidad dptica de una
muestra pura del disolvente es igual a la unidad,
sedida en una celda de un centimetro contra sire.
Densidad, medida en gramos/ mililitro a 20°C,
Viscosidad, a 20°C , medida en centipois.
Cte, Die, , constants dieléctrica » medida an dabyes,
Tensién Sup., tenoidn superficisl, medida en dine/ cme

Refersncia bihliogrlficl de la table (8).

Cme 6l =-




PRULPILDADES . DE  LOS DISCLVENTES o = —- .

P.le bp I.Re UJVe Densi Viscp Cte. Tene
dad. sidad, Die. gyp,

ACETONA 56 56 1.357 330 0.791 0.358 20.7 23

ACETGNITRILC .41 82 1,342 190 0.787 0,358 38.8 - 29

DIUXANG .88 . 101 1.430 215, 1.034 1.26. 2.21 33
ETANOL 46 78 ° 1,359 205 ©.789. 1.15 | 24.5 22
BETANOL 32 65 1.326 205 0.792 0.584 32,7 22

1-PROPANOL 60 82 1,375 205 0.785 2.39 19,9 21

n=PRGPANCL 60 97 1,383 205 0.804 2.20 '20.3 23

TETRAHIDRO- o ' L
FURAND 72 66  1.404 210 0,889 0.51 - 7.58 27

AGUA 18 100 1,333 170 0.998 - 1.00 - 78,5 73

‘= 62 e=




APENDICE I1k.~

ESPECTRU DE ABSURCION AL ULTRAVICLETA DEL ACETUNIDO DE FLUOCL
NOLONA o= -
.Ls absorcidn molecular en la regidn del :eoltraviolg
.ta depende de la estructura electrénica de la molécula. Esta
absorcién .de Qnergfa esté cuantizada 'y los rcsuitadot en la -
eslevacién de los eloctrones dasdo orbitalos en el estado base
e orbital-l de mayor snergfs &on .las consacuenciul de dicha -
lblorcidno ' : '

En realidad la cspoctromatria ultraviolota'estl limiteda , en
su mayor parte a sistemas conjugados .' '

. Un espectro de absorcién ultraviocleta ss una gréfi-
ca de longitud de onda o frecuencia contra intensidad de abe--
soxcifn ( transmitancia o absorbancia ).

Las caracterfsticas principales de una banda de absorcidn son
su posicién y su intensidad . La posicién de absorciln corres
ponda a la longitud de onda de la radiacida cuya nﬁorgié e -
igual & in requerida para la transicidn electrdnics. La intep
sidad de la absorcién depends grandemente da dos factores , a
ssber » 1a probabilidad de la interaccién entre la energia de
"le. radiscién y el sistema electrénico psra elevar del estado

basal i uno sexcitado y de la probabilidad dal cstapo excitado.

Ahora daremogplgunas definiciones de algunos térmi-
nos que son utilizados frecuentemante an la discusidn da un==
espectro da ultravioleta.

Auxécromo.< Un grupo que no confiere color a la sustancia -
pero suamanta el color de un crondforo.

Croméforo.- Un grupo conteniendo ligaduras adltiples, 183 e=
cufles son fundamentalmente responiables do la =
absorcién da la luz o color de las moléculas.



Batocromo.~ un grupo que produce un dasplazamiento en una =
. banda de absorcién hacia longitudas da onda ma-

, yores, b

Hipsocromo.- Un grupo que produce un desplazamiento en una
banda de absorcidn hacie longitudea de onda me-
nores. :

Hipercromo.- Un grupo que 1ntsnsifica 1a Lntanaidad de ab--
-nrci6n de una banda sin desplazamiento de €sta.

-Hipocrnmo.- Un grupo que disainuys la intensidad ds absore-
.¢ién sin dasplazamiento de la banda, . ) -

Donaidad 6pticn.- D= 109(10/1) . dondc I es la lntonsidad -
de la luz incidente , I. es 1- lntenlidad de la
luz transmitida,

Cosficiente de extineién molar Es D/lc » donds D es la den-
sided dptica, 1 es la longitud do le celda que
contiene la musstra y c la concentrscifn de la
musstre, las unidades de este coeficiente son,

‘'moles/litzo. El%, es cuando se oxpr-sa en gra=
uol/!ttto.

‘En base a las reglas do absorcién d3 enonas y disnonas (17)
se puedo calcular la longitud de onda méxina de abaorcidn -
al ultraviolets dal acetdnidoc de fluocinolona.

El velor bass da la longftud da onds para cstonas
ﬂ.’ no saturadas ciclicas de seis mienbros es de 215 nand
metros , por tenar dos restos alquflicos en la posicién ‘5
s® le suman 12 por cads uno de ellos (Ver Figuza l ).
De ssta manera la longitud de onda méxima calculada tefricg
sente es da 238 nandmetros . En la Figura 18 se muestra el
correspondiente espsctro de U.V. del Ace. Flna, El solvente
qQue se utiliza es metanol y la concentracién es del 15 .

batnd 6‘ -m
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" APERDICE IVe=

' CONCEPTOS DI ESTADISTICA E INFERENCIA ESTADISTICA,.~

Ls medis o valor medic da un conjunto de valores
que constituyen una muestra , es uns msdids de la tendencia
central de los valores obtenidos . E1 velor de la media se
celcula nodionta la oiguilnt- férmulas

‘ oo.'* “. :“
xl x2 xa_

’ -

n
Donde n = sl ndwero de valores de ls musstra,
La varisncia de los valores que constituyen la musstra nos
dice qué tan sepsrados se encusntran los valores de la mues
tra del valor msdioc de ls misss . El valor ds este peréme«-
tro se calcula a partit de la siguisnts férmulas

Z.(x -:r)2

s2 u =1

(n-1)
Los p-xl-otrou, nedia = X ; veriancis = , 82 5y desviacién -
esténder = S ; ds le -uastr- s nos den un v-lor aproximado
de loa purlnottou s madia -'L 3 variancis » & $ y desviacién
esténder = 3 de la - -poblecifn a ls que pertensce dicha nuss

tra.
. Existen dos tipos de sstimadorss psra los paré-

metros nasbrados , #stos sons

8) tstimadores ds punto.~ ( un punto ds la escala numéri -

cs), el cuél se calcula a partir de una muestrs dede y sir-
ve como una saproximacidn dal valor exscto del pardmetro,

b) Estimadores de intorvalo , siempre qua utilizamcs f6g
sulas Je sproxicaciones nateméticas , desvamos ssbor qué ==
tanto se dusvis el valor aproximado dal valor reel 01 cu‘l
nos es descanucido.

we §5 we




En la estinaciém do cuzlquier parémetro ¢, e COrrespone-
diente problema, consiste en la determinacidn de dos valoe=-
res numfricos que dependen de los valores de la muestra y =
que .lncluyon al valor real con una probabilidad condcida, -
ys que a part.ir de los valores de la nuestra nosotros ng pg
danos sacar conclusiones que sean 100% verdadetas.

Se escogs una pzobabilidad, cercana a uno ( por
ojonpl.o ¥ = 95% , 99% o semejante ). Entonces determinamos
dos cuntidadaa e‘y Q, tales que la probabilidac de que 8l -
"valor real sxacto del parémetro“o es igual a ¥

Los velores numéricos de tsles cantidades deben
calcularse a partir de los valores de lea nuestra X30 xz, ooe
X, o« Entonces los p valores nundricos pueden verse como vg
lores de n varisbles aleatorias xl' Xz, coey Jq,' + Entonces

& v 9; son funciones de sstes n veriables aleatorias. b
Lo que pueds sar escrito de la n-nli'a siguiente 3 '

P(B<9<@)-"

Si nosotros conocenos tsles funciones @‘ y G,y tenemos tep
bién una muestra , podemos entonces calcular un valor nuné-
zico Q. de @. y un valor nun éricoe,. de Q. El intervalo =
quas t:lane como puntos terminales 0. y 9‘ se le nua Integ
valo de confianza para el parémetro desconocido y que s»
denote mediante la expresién 3 . .

CONF ‘94 $4 ‘Q,I

En sl caso del presente trabajo, se qu'iare sncon=
trexr un intervalo de confianzapara la medis de una poblacidn
constitufoa por la variable ®"Porcentaje de recupsracién ~e
del acetdnido de fluocinolona por el nuevo método * , la ==
cual sigue una una distribucién estedfstica normal, cuya va

riancia no conocemos.
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As{ los datos de la musstra dua se requieren son:
le media y la desviacidn estfndar. Ambos valores numéricos
puaden verse en la tabla ds recobros Pég. 5k , valoxes qus
ss obtienen segin las férmulas del principio de cste apénd}
C®e : . ‘

El procedimianto s seguir para encontrar sl in-e
tervalo de comfianza es el siguientes (16) . '

1.- Escoger un nivcl de confianza (* = 95%, 997 )
2.~ .Deternine la solucidn £ de la ocuacidn F(c)= & ¥ (1*])

Son syuda de la tabla de la distribucién t-Student ,
con (n-1) grados da libertad . A continuacién se re-
preduce parte ds esta tabla.

N 2 3 4 ] 6 7 8 9 ~710

AL g e

SR(95%) B.99 2.48 1,59 1.24 1.05 0,925 0,836 0.769 0.715
“(995) @5.0 S5.73 2.,92 2,06 1.65 1,40} 1,240 1.120 1.030
3.~ Calcule la media y la duuuidn nt‘ndu' de la aues
tza ¢ “l’ ‘z' see ’ .
Ao~ Cll.cnh el velor de K = s ¢ /W

Ss= E1 intervalo de confisnza es 3

oM ( R-KEp% Tex )

. 1

Pars la tsbla de recabros ds la Pég. 51 , los vg

lores para la cedis y la desviacidn esténdard son 3
_ X = 97.172 y s = 1.4468

Los crados de libertad (n=1) es igual & 6 , por lo tento ,
¢ /{F'=1.05 y K= 1,531 , por 1o que sl intervalo de -~
confisnza psra la media , para un 95} de probabilidad es :

( 99,703 € L s 95.641 )] C
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CDEEICIENTE’DE CORRZLACION DE UNA (UZSTRAe~

o Consideremos una muestra de un oxperimento'-
que incluye dos veriables aleatorias , constituida por los
siguientes valores :

(xl’yl ) (xzoyz ) 2 oee (x 'Y)
de temafio n tomada da una poblacidn dinensional'( X, Y ).

Le medis de los valores-x de la muestra viens dada pori
- 1 A s A
X =* ., . : ..
. (.Xl’ o.o’xn )

¥ la variancia viens dada por los valores :

Y 1 Dy. i 2
8. = —seme=. . (XJ-X)
(1) 37

Similarments la media y la variancia de los vnlotc--ﬁ serds

S |
9.. ""( ylf ...ﬂ(n )

n
. n N
2. hl & Cyg-§ )R |
S J . J=1 .
(n<1)

Y l. cnvn:ionciu de la mucatra ontar‘ dudl por la. :f6rnu1-:

0 = —— Z (x5 -%)y,-7)?

x
Yo (na) %2
€1 cociente T = ——XY . ge 1s llsma cosficients de corrg

®x ¥
lacién do 1a suestra y se pusde demostrar ( 16 ) que plrn -
cualquier muestra =1 € r £1 y que los valores (xl,yl)....

) caen sobre una 1fnea recta siempre qus el factor de

(x Y
frel tenga los valores 1 6 -1 .

correlacién correspondiente




APENDICE V o= ' - —.

FARMACCLCGIA DEL ACETONIDO DE FLUGCINGLONAe-

El mecanismo de accidn de los esteroides sintéti-
cos , entre éstos el acetﬂnidu de fluocinolona ss suujnnt.
~ &l cortisel.

Lol cotticoatoto:ldu tionen c-pnc:.dad de slivier. ]
_ np-ctaculmont- las nnn.tfastaci.om de 1a inflamacién, =~
"las rsaccionss alltgicao y- alguncs fendmenocs inaunitarios .-
Los secenismcs por los cufles son nltoudon #stos procssos
no ss comprenden clarsaents, :

Los corticostercidecs altsran la respussta vescu-
lar s 1a lesién, limitando ls diletacidn cspilar y el incrg
sento de permesbilidad que ocurresd normalments . Asf algunos
leucocitss polimorfonuclesres y fagos ‘abandonan -108 -va-
08 en el sitio de ls lesidn,

. Los corticosteroides tasbién perecen estabilies
zar les msmbrenss lisosdsicas sn sstas célulss impidiendo -
18 1iberacién de ciminas vesoacGtivas y de enzimas destructg
ras y. sl crecisiento de nuevos c-punn hlcu los oitiol
l.ouonulo- quada tnhibue. .

Un grupo de iavestigadores de Los Laboratoriocs
Syntex, ssfialaron que la {ntroduccién de un tomo da fldor
‘on pasieién 6 producs un mesrcedo aumento en ls activided -
sntiinflemstoris de los corticostsroides sin aumentar la - - {
indessable actividad sobre sl metabolismo minexsl, surgien S
do as{ dos nusvos corticosteroides : le paranctasona psra
sdeinistracidn oral y el acetSnido de fluocinolonc pars s~
plicacidn tépica, ' :

e §9 =




QUINICA.= S
El acetdnido ds fluocinolona poses quimicemente ,
las caracter{sticas necessrias para ser de gran activided
antiinflantoria y de gran especificidad de accién y son:
*a) La doble ligadurs en posicidén 1-2,
- b) £1 £tomo de fldor en posicidén 9,
.c) E1 mnidréxido en posicidn 11.- .
~d) E1 £tomo de fldor en el cerbono 6. - '}
e) E1 gfubd acetdnido en la posicién 16-17, S |

FARDACCLIGIA .- |

Por medio de varios métodos da axparimentacibn e~
fectuados en snimales de labutratorio, como la prusba del «-
granulona provocado sn ratas machos suprarrenaltorizadas ,
ha sido posible demostrar la accidén intenss antiinflapato~i
ris del aceténido de fluocinolona ; la cual fus superior en
aés do doscientas veces. a.la dé ls hidrocortisona .

ﬂ‘dianto la bruiba de .glucdgeno en sl higado efeg
ﬁtuldl en rates machos adrenalectomizadas , se demostré que
la activiad da este nuevo corticosteroide era superior a las
de la hidrocortisona sn pfs de trescientas veses.

Adeinistrando el acetdénido de fluocinolona por -
via orel o parsnteral , spenss modifica en la tlt.‘.uptltti'
nalectomizadas la eliminacién ds .sodio y de potasio.

.

TOXICIDAD,.- _ ‘
- Prusbas realizedas en hombrus utilizando cuatro -
siligranos diarios durante tres meses no ha registrado al-

teraciones significativas ,
La eplicacién tépica en el conejo a concentracio-

nes du 0.05 a 0.2 7; durante trece semanas a la dosis de 2g.
por kg. do peso sobre la piel depilada y erosionada del -~
dorso no se observé ninguna mudificacin significativa en
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iu.toxicldld.

TOLERANCIA.~ .
Su tolerancia es buens pues no causa fendnencs --

inflesatorios ni de intolarhnc;p local « Para su uso clini-

co ss pgéldhtn{nl aceténido de fluocinolona asociado a la - -
neonicina , cuya actividad antimicrobiana y su bajo Indice

-de sensibilizacién son conocidos . L .
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" .FIGURA l.-
NCGBRE QUINICO s 6« , 9w ~difluore=11f ,16e,1%« , 21-ty
treahidroxi-pregna=1,4~dienc-3,20-dione-
_16,17-aceténido,
NORBAE CONWN &+ Acsténide de fluocinolons. ’

oMU COMERSADAY G g0 <

' FORMULA DESARRGLLADAs - , “w

PESO MCLECULARS 452049 9/mcld.

DESCIIPCION : lf::h.ta’lu blancos o‘prkucu-ntd}blinco-.

PUNTO DE FUSIGN : Funde con ducupoct;tdn s lo; 210‘;.

ABSORCIUN AL ULTRAVIGLETA s Una solucién a 1% en mstencl,
' susstrs un afixiac a 238 nandastros , El co-

srespendisnts espectro pusds verss en en la
Figure 18 pég.01
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FIGURA 2 .-

SERAL ‘DEL
DETECTOR I v

—"
VCLUREN DE RETENCION V -
. R

Ftﬁun 2.1.,= Cromatogresa ‘ti_p:leo ds elucibn,.

SENAL DEL
QETECTOR I

D = Desorbedor & Fese
Wévil. ( Disolvente).

VOLULEN DE RETENCILN VR
Figure 2.2.~ Cronatograms t{pico de dasplazanmiento.
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FIGURA 3e=

"CROMATOGRAFIA

rrspasnags

CFIA. DE GASES ) CFIA. DE LIQUIDOS

. ESQUEMA QUE WUZSTRA TODOS LCS TIPGS DE CROBATUGRAFIA-

C.G.S. C.G.L., 5 an‘.” .1 : Sl‘.’. pLANA

CFR CEx. cLL cLs 1 ccr.

PG’ CFG

-SEGUN EL. ESTADO FISICO DE LA FASE-SOVIL.

CGS .~ Cromatograf{s gas-sélido.

CGL o~ Cromatogrefis gas-lfquido.

CI1 .- Cromstograf{a de intercembio idnico.
CFR .- Cromatograffa ds fase reversa.

CEx .~ Cromatograffa de exclusién. . i
CPG .- Cromstograffa de permeacién en gsl,.
CFG .- Cromatograffia de filtrscidn en gel,
CLL .= Cromstograffa 1fquido-1fquido.

CLS .= Cromatograff{s 1fquido-sdlido.

CCF o= Cromatogrefis en capa fins.

€P = Cromatografia en papel,

Sup .- Snporﬂc:lo.
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FIGURA 4.-
1. i1, X1y 1y Ve o

Preparacién Aplicacidn Flujo del solven Resultados,
@ la cama. de la mues te, deteccidn Yy

tra, cuantificacién,
|#]
] Evaporar Gréfica de
a Pesar . Concentracidn
'CLASIcA. gl Andlisis JrFontra No. d'e
Quinico Fraccién,
B .

';0 : [lanchas aen
CCF / pC € la placa de

.Ilica’ :6
en el papeal,

[
cLL afl €
MGDERNA
Columna Inyeccién Dateccidn y cuan Cromatograma.
reutilizable tificacién continua

C FIA
ESQUERNA QUE INDICA LOS DIFERENTES TIPJS DE CRCWATOGRA
a CUYR FASE [iCVIL ES LIQUIDA o
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FIGURA § o~

ESQUEA DE LAS PARTLS DI UN CRULNATLGRAFQ DE LIQUIDLS DT

ALTA PRESIUN

__ _HORNO DE_LA CLLUBNA_  _ __
Regreso ‘L ]
de \—‘
N r%af_erencia.l i
RESLAVGRIO  fomme—— L 0 |
'P .
A |
| - ewe & - e W ew e _.’
B0IiBA Pucrta de )
vélvula } de inyeccidn.
s recicl
= I il
Vélvula de} Vélvula do cierre
drena del paso a 1 dotector,
¥ colunnas
L{nea de Y 4 1
ergnajo. ¥
g
V4lvula doﬂL... —

Presidn de reg

troceso.
Drensje.

Vélvulas reguladoras de la
Presidn. ABREVIAGICHES o~
A: Recolector de fracciones
B.Lfnea du represo al reservorio

Captroles localizados on el pa
nel del aparato,
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o

A LA COLWINA -

FIGURA 6 .~

.DE LA BORBA

LUJP PARA LA
MUESTRA .

ENTRADA

DIAGRAA DE UNA VALVULA MUZSTREADURA PARA CRODATCGRY
FIA DE LIQUIDOS DE ALTA PRESION, :

. . ' . |!
PCSICICHN le~ (=———) = posicién de carga da ls vélvula.

POSICION 24= (= = - =) = posicidn de inyeccidn do la vél
vulas.
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FIGURA 8 -

CROMATOGRAMAS QUE MUESTRAN LA DIFERENTE ELUCION DEL ACETONIDO

DE FLUOCINOLOWA EN DOS COLUMHAS DIFERENTES
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FIGURA 9 o=

MZoThe T1PL DE
REFERENCTA

- PROBe A EN-METANIL -

PRCB, A EN NETANGL e
T e e TR Y AGUA 160wl

o
>
z

CROMATOGRAMA QUE MUESTRA LA INFLUENCIA DE LA PRESENCIA DEL AGUA
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FIGURA 10 -
CROMATOGRAMA COMPARATIVO QUE MUESTRA LA RESPUESTA DEL DE-
TECTOR PARA EL ACETONIDO DE FLUCINOLONA , DE LA MUESTRA
TIPO Y DEL PROBLEIA . ASI COMO LA THIANGULACION A LA MI-
TAD DE LA ALTURA:

- 82 ==




|
2 CROMATOG

~ FIGURA 41 ~

i . L i
RAMA TIPICO DEL ACETONIDO DE FLUOCIHOLOWA EN EL.
f{*f*.fff'“;' 7T UEXTRACTO  DEL PROBLEMA :

X

PO

T
S
S
o
e
PR
,

NOTA : EN TODOS LOS CASOS.SE INYECTO LA MISMA SOLUCION.

e 83 o




e I
- - e —_
o
o HIGRA e T

fliY:

EXTRA

CTO DEL PROBLEMA .

IiY auiere DECIR INvECCION,

on 84 ==

wpe

" CROMATOGRAMA TIPICO CORRESPONDIENTE AL puacesc.

INY .




“T{-w-;-iuﬁ‘mnbMﬂmmAizp:"'v v..nm“ﬁfir_._“

- .' - e e mv—— e e — e e e .-...‘.-,....,_,.A.._,.

a CROHATOGRAHA QUE MUESTRA LA REPRODUCIBILIDND DE IRYECCION DE LA

PIUESTRA TIPO DE ACETONIDO DE FLUOCINOLON/\ i -__*_’g_;_ .
T e o
L 4 U P U LU o
___'_1 R _

T EN'TODOS LOS CASOS LA CANTIDAD INYECTADA ES LA MISMA i 50 MICROGRAMOS/ ML.

ow 05 e=




i

FIGURA 13.+ -
- CROMATOGRAMA QUE MUESTRA LA LINEALIDAD DEL DETECTOR DE U.V. PARA EL
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SYNTEX. S- A, FASEO DE LA REFORMA 2822 APARTADO 10-821 MEXICO 10, D. F. TEL.%-70-33-33

Marzo 31 de 1980.

A QUIEN CORRESPONDA:

Por la presente, hacemos constar que la Srita. Martha O.
Martin Polo, desarroll6 la tesis con el nombre de: '"Deter-
minacién de Aceténido de Fluocinolona en cremas', el cual
ha sido de utilidad prictica en el Laboratorio de Control
de Calidad, siendo un método que ha sido adoptado para la
determinacién de Aceténido de Fluocinolona en cremas que
lo contienen.

Se extiende la presente para los fines que convengan al
interesado.

Atentamente,

7 Yauh SUPEIN

f’ m ég'q' Véuga- é;ﬂt¢L4x¢¢L,

4"/3-:—”‘(6?:_}—1“611 Valie O. Q
Director de Control y-

Garantfa de Calidad.
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