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INTROLDUCCION:

La apilicacién de la Cromalografia en capa -
delgada en la seoperacién de mexoclas complejas de medica-
mantos, ha sido de muocha ulilidad en ol trabajo de! labora_
ltorfio de conirol de medicamoenios, ya que sustancias 8 mae
clae maedicamenlosca dificiles de delerminar por olroe mé-
todoa, S bian que su dalerminacién ae haoe por téonicas la
boricaan, con al uao do la Cromatografia en ocapa delgada,
el (rabajo me simplifica en una forma nolable, sin scorifcar

la eaxactlilud de la lécnica.

El objeto prinoipal del desarrollo del irabajo -
Quae a ocontinuacién se cxpondrd, es la valoraocién-semiouan-
titativa de la Nenmocaina conlonida en un preparado farma
oélitico, el cual se pruede oconsiderar como una me=mocla com
pleja de madicamaenlos, puesio quae an su formacién intarvie

ne una cantidad apreciable de suwslanoias,

Lo qua indujo al empleo de la Cromatografia
en capa dalguda para separar Benzocatna, fué el hecho de

que an la Farmacopea de los Festados Unidos Meamicanos -
no ewmisliera ninguna valoracién de ¢sta sustanocia, lo que -
molivé el inlento de buscar una técnica para su cuaniifica -
0ién; naturalmente ol interés de la Empresa, donde se reg

lizé la invesligacién, de eelablecer un método para poder

gontrolar éste fdrmaco.

El trabajo realizado, que mda adelanlte se da
rd a conocar, es una valoracién semicuantitativa Jde la Ben
gooaina, lcgrdndoee con eele lipo de téonica, resuliados

saliafactorion.



CROMATOGRANWIAN EN CAPAN DEILGADA,

ANTECENDENTES NISTORICOS

Es increible que no obslante que el prinoi-
pio Asico-quimico de la Cromatoyrafia en Capas Delgada -
8e daesoubrié hace 27 aflos, fué hasia hace apromimadamen
te unos 7 aflos cuando ee aceplé como mélodo analilico en

el laboratorio de conlrol,

La primera publicacién roferante a esla lég
nica, fué hecha por el Botdnico ruso M, Teswall en 1003,
la oual contiene un esludio de mds de /00 adsorbenice usa
das en unién ocon algunos solvaenies diferentes, Deacrip —
ctones mds amplicas y delalladas respoclio a esle método -~
sa encueniran confenidas en una publicacién heoha por ---
Tewell en el aflo de 1008, Fué en Varsovia en el mismo
affo, cuando Tswell logré la separaocién de pigmentos vege
lalea, al pasarlios en forma disuella a través de una colum
na llena de yeso precipilado, formdndose bandas coloridas

separadas unas de otras,

Aunqua el descubrimiento de este método -
se hizo ocon compuestos coloridos, posteriormente se de —

mostré que era aplicable a oasi todo tipo de suslancias.

Fué hasta 1981 cuando Kuhn y Lederer se
pararon los carolenos y wantéfilos an una columna de ald -
mine y carbonato de calcio y ast la potencialidad del mé -

todo de Tswell estaba finalmente reclizada.

Paralalamente a la publicacién de Tswelt, -

#



Gropprisroader descubrid el mdélodo aplicado al papel. En
egla varicoidn del mélodo de Tewell o emplean liras de :
papel filiro, aen las cuaeles so (nlroducen lon axiremos en -
el soluerie y la mueafra por separar se coloca en 6! ew--
tremo infartor, Lnle méiodo depende principalmenle de la

oopﬂorl’déd, que en eale caso es la fuerza impulsora prin
cipal, édala puede wer ascenle 6 descondenle, 46 bien ouan_
do lon producios renullan encimador se aplica la (donica -

bidimenalonal,

La Cromalografia en Caps Delgada Hene -
su primer agbozxo con Zechmaioler en 1038, ocuande esle
aulor Aacia ¢l infenic de reducir lo columna en que {raba_
Jba a I mm, do didwmeiro. Y fué haasla [938 oon lzmajy
lov y Schratber gue ulilimaron un adilamenio que oconsisita
en una capa de alimine de¢ & mm, de espesor, la cual se
depouitabe nobre una place de uidrio; el mélodo se basaba
en la aplicacién de golas dal oxtraclo vegelal en el ceniro
de la placa, apareciendo posteriormenle anillos concéniri -

coa por la adicidn de un soluenle,

Hn el avio de 1054 cuando Stahl estudiando
un slalema para separacién de exiractos vogelales en pe-
quefica cantidades, convencido da quelas técnioas usuales
de esa época no eran las adecuades peara lograr su fin,
se dedicd a ansayar nueuvos mélodos, llogando en 1968 al

perfeccionamianio de la técnica que hoy en dia ©se oomnooe

como Cromatografia en Capa Delgada,



GUENERALIDADES

ANESETESEICOS LOCANLES:

Len aneslésicos loocales son suslancics con
capscidad de inlerrumpir la conducoidn neruvioasa, cuando se
aplica en una concenlracidn cuficicnie sobre el tojido narvio
80, Un buen anenlésico local debe rounir cierias propieda
des: no debe vrritar al aplicarse localmente, y llene que -
produci» angnfenia nin lestonar la esiructura neruviosa; la -
mayor perie de los aneatéuicon gue on la aclualiidad se u -
san, lenan entos doe requisdosn. Ademde, la loawicidad ge_
neral de un aneslésico local, debe wer baja, porque eslos
medicamenios son absorbidos aen su silio de aplicaoién, &

inmedialamente sa dirigen al lorrenie sanguineo,
BENZOCAINA:

l.a benzocaina os un anesléatoo looal, poco
soluble en agua, debido a esla propiedad, es abeorbido oon
lentitud en los tejidos, por lo tanlo poco tbxico, puede por
esla razén aplicarse direclamenie en herideas y superfiocles
uloceradas. Por la lentitlud con que son absorbidas, es -
causa de qua permanezcan bastante tiempo en el silio dega

plicacién, lo cual explica su accibn anestésica prolongada.

Quimiceamenta tiene aslrecha relacién con -
los anestésicos del grupo de la procaina, pues e8s un es-
ter del doido p-aminobenzoico, el alcohol esterificado care

ce de grupo amino, por consiguiente no forma sales solu-

bles,




FORMUI.A:

Sindnimoo ! ‘nenfesina, p-aminobenzoalo -

de efilo, esler atilico dal doido p-amino benzolco,
PROPIEDADIES FISICAS:

Polvo blance, inodoro, Anamente orislalino,
inalierable al aire, punto de fusién de 90-91° C, peso mo

lecular ~ 685,19
PROPIFEDADES QU IMICAR:

Poco voluble en agua 1:2500 aprox.; fran_
camenle soluble en alcohol [:8 aprox,; en éler 1:4 aprox.
en cloroforme 1:2 aprox., ascasamentie soluble on aceila -
de oltva [:50 aprox., wsoluble en dcidon dilutdos, Las so
luciones para fnyecciones son preparadas por disolucién a-
séplica en apaite, ol rual ha sido previamenle esterilicado

a ’500 C por una hora,
REACQOQIONES:

De las reaccivnes de la benzocaina la que
mds inleresa en esle trebejo es la HINROLISIS, ya que
el molive principal de esle lesis, fué la delterminacién de la
hidrélisis en la benzocaina, Tanlo el mecanismo como los
productos intermedion de la reaccién hidrolitica son los -~-
mismo quo on lu esterificactén., e ha podido demosirar
que la reaoccién de eutorificacién es catalizada tgualmente -
por iones owhidrilo 6 por tones hidrégeno, s8¢ bien la esle_
rifficacién catalizada por las basecs no @8 un proceso prdc_

tico, el ampleo de bases para la rcaccién invaersae, lene -

#



en cambio, euvidenlaa venlajas,. Cuando un ssler se calien
ta con ayua gue confenys una canlidad ligeramenle superior
a un equinalente de hidrdaxido nsddico, la hidrélisis ocon libe_
ragién del dcido orpdnivo y dal alcohol, va seguida de la

vombinacién del dcido oon el alcali, oon lo cual el doido es

eliminado del sislama en equilibric prouvocande el desplaza-
. a 2 o
mienio de eale, . BSTNE S "“w e f'”""-o»’-u
L.a combinaocidn de una reaccidn reversible
con el subsiguianie paso irreversible, asegura que la reag
cidn me leve a ocabo en forma complela, [De agui que la
hidrdiinis alcalina { saponfficacién /] sea el modo mds eficaz

para ascindir los esleras,

Invesligacionaes realizadas jor T, Higuochi
y I.. Lachman sobre la reduccidn del! grado de hidrdlisis
de la benmocatinu en solucién, reportan que dicha hid+8li -
sis puede ser reducida mds de uns quinic parie por la a-
dicién de 2.5 % de cajeina, la cual forma un complejo 80

luble con la benzocatina.
ENSAYOS DE IDENTIDAD:

a) Una solucidn acuosa de benzocatna al
2 % ligeramente acidulada con dcido clorhidrico diutdo, -
precipita por la adicién de unas golas de soluoién reaoctivo

de yodo.

b) Disudluvase 50 mg., de benzocaina ocon -
dos golus de dcido acétivo calidad reactivo y cinco golas
de doido sulfiirico oalidad reaclivo, se percibe un olor a-

gradable da acetato do elilo,



e) Disudloase 20 mg., da danzooaina an 10
ml. de agua con ayuda deo unase yolas de deido viorhidri -
co dil, y asiddase o la solucidn oinco golus de solucibén a-
cunsa de nilrilo de sodio al 10 % y dos milililros de solu -
cién de 100 1mg. de¢ bola naflol calidad reaclivo, en ofnco
milililtros de hidrdaido de sodio calidad reaoclivo, se forma

un precipitaudo rojo naranja,
LENSAYOS DE PUREZA,

a) por desecacién socbre doido sulfiirico du
rants (res horas, la benzocaina no pierde mds de ! % de

su paso,

b} Por incineracién, ¢! p-amino benzoalo -

de etilo no dd residuo superior al 0.1 %,

¢} Cloruro: Aviddese unas gofas de nitralo
de plata a una solucibén de 200 mg. en cinco mililitros de
alcohol alilico ( 96 % ), previamente acidulado con unas go
las de dcido nitrico diluido. No se aprecia enfurbiamien~

lo inmedialo.

d} Acido libre: Disuélvase en 10 ml, de -
cohol! neuiro, un gramo da p-amino benzoato de etilo, la -
solucién que se oblieno c¢s limpida é incolora. Diliyase
esla solucién con 10 ml. de agua dastilada, agréguense -
dos golas da aolucién alodlica de fenoftaleina y une gola de

solucién 0.1 N de sowu, aparcce un color rojo.

a) Motalos pesados: No conliene mds de

10 partes por millén,




usOs:

L.a bensoocaina puode usarse en eapolvoreq
sola 6 me=moclada con laloco estéril, Es liposoluble, por lo -
tanlo puede ingorporarse con soluoionas aceilosas, poma -

das 6 suposilorios,
PREPARACION DRE RRENZOCAINA:

En un malras de 260 ml. se disuelven 10g,

de banzocaina en 50 ml. de elanol, se satura la solucibén

oon deido clorhidrico goeeoso y seco. Una vem salurada
la solucién se ooloca a reflujo duranie una hora; al en -~
friarsa crislaliza el ciorhidralo de benwoocaina, el ocual se
fillra al vactio, lavando con un poco de alcohol. Para ob
tener la base libre se disuelve en agua y se aloaliniza ocon

carbonato dae polasio, usando como indicador fenollaleina, -

operacién an la que se deoprende cbundanie bibwido de ~-

carbono. Se enjuage el precipilado y se seca sobre pla-

to poroso an desecador de vacio con oloruro de oalofo.

REACCIONES:
cooH coo ey s
o, Cabls OH 4 #OF @ o« W b Hao
VA :/’/z
COO & Ha CcoOC My

£ i“j . HEL, Ay L, 2 Q) L2 Ahe/n CO Ak O

PIZA a My
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CROMATOGCRAFIAN EN CAPA DRI.GADA,

En prinoipio lodos los mélodos oromalogrd_

Noos dae separacién, eon esimilares: una fase mévuil Que -

pasa sobre 6 a (ravde de una fase oslacicnaria y que irane

poria diforenies suslancias con dislinlas velooidades en la -

direccién del fluyjo. BEn la baee do au funcionamienio, la =

cromalografia en oapa delgada no difiere con los olros ti-—

pos.
TECNICA:
Matlteorial.

{1.~ Placas de vidrio.

2. - Soporio para placas,
8.~ Aplicador,

4.~ Cdmara de safuraocibn,

5.~ Dasacador.

6. - Plantilla.

7.~ Mioropipaelas,
8.~ Gradilla,

9.- Eslufa.

R eaoctltiwvowas,

1,- Adsorbanle.
2.~ Soluaenlan.

3.« Ruavelador,




w ] -

La téonica simplifvada de Cromatografia -

on copa delgada, es la eiguienle:

l.ag placas de vidric perfeoctamenie limpiae
ee oolooan sobre su soporle, procurando que eelds no que
daen separadas unas de olras. e prepara una suspensibn
con el adsorbente adacuado y el l{quido para complelar la
suspenaibn, el l{quido en cueslién puede ser: agua, oloro
Jormo, dotdo olorhidrico, hidréaido de aodfo, eloc. Una -
vex heoha la suspensién, se lramvasa al depdsito dal apli-
cador, eala aplivador estd diseflado de manara que el @8-
pesor de la capa del aduorbonie pueda ser regulado. Se
pasa el aplicador con lo suspensibdn en su interior a ira -
vée de la Buperficie de lus pleacas, procurando hacer esala
operacibn en un 86lo movimianto uniforme para evilar de -
formidades en la superficie del aduorbenie, ouando el ewce
so del liquido usado para hacer la suspensién se evapora,
hecho que se pone de manifieslc p+ la desaparicién de la
brillantez de la placa, se colocan las placas en la gradilla
y 8e iniroducen en una eslufa a 100° C por espscio de -
treinta minulos, con el fin de activar lae placasa. Se de -
nomina aclivacién de las placas, al hecho de sliminar el -
ltquido do las mismaa, para que al correr las muesiras
oon el solvanta, las sustancias en estudio tengan el manor
ntimero de interacciones en su deaplazamienioc, Una ves
efecluada la aclivacién, se guardan lae placae en un dese-
cador, ya que ai sa quedan expuestas al medio ambienle,
eolas pueden abasorbor mds dol 10 % de su peso on hume

dad.
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Se puedon preparar plaoas demasiado aolf
vadas, calentadas a 160° C por 8-4 horas. La alla aoli
vaotén tnicamenie vale la pena si el cromalogramae es 00 -
rrido en una atmdéafera carenle deo humedad y i es usado
un solvente anhidro. Cuando se emplea la alla aoctivacién
de adsorbeniea, el peligro de descomposicién de susiancias

es grande.

Después del secado de las placas, eslde -
quedan liatas para ser usadas, procediendo enionoces oon -
la plantilla a delinear los bordews lalarales con una aguja de
diseccibn, yo gque occei ajlempre ealos quedon delerioradoes
por lae manipulaciones de las placas y una plaos en mal -
esiado provoca una qaoonoidn dal solvenie en una forma §
rregular. Se marca lambiédn con una raye delgade la dis

lanofa que va a recorrer el solvenle.

La muesira problema en soluocién, con ayu
da de una micropipela se coloca sobre la capa de Stlica
Gel a una distancia de 1.8 om. del borde inferior de la =~
placa en un volimen pequefic que oecie enire 2 - 8§ ga -~

mas y a una oconcaniracién de la sustancia de 0.1 -1,0 %,

En caso de que se vays & haocer una de -
terminaoién ouantilativa, es recomendable sustiluir las mi-
oropipelas por miorojeringas, las ouales son de mayor -=-

ewaotitud on la medida dal volttmen que se va a aplioar.

Colocada la mueaira anla placa, ee proog
de al desarrollo de dsla en la cdmaru de satluraoién,la -
oual en su inlerior contiene el solvente adeouado pars el

caso, Con al fin de qua la ascenciébn sea unifforme y mde

#
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rdpida, las puredes inferioros do la cdmara se oubren =
con papel fillro, logrdndose oon delo una saluracién ocom -
plata, leniendo como resullado una separacién mds eficanm
de los diferaenles componaenies de la muesira, que ef se -

irabaja oon una cocdmara ein aaluracién,

Cuando la odmara estd perfectamanie salu~
rada se (ntroduce sn alla la placa de vidrio en la ocual se
aplicd la mueelra que sa va a separar, se tapa la odma-
ra, el solvente en oslas ocondioiones ascenderd por capila
ridad a (ravée del adworvente, hasta la maroca superior -
llamada frante del solvente, separando simmulldneariente las
diferenles suslanciae confenidas an la Mmuesira. Cuando el
solvanie llega a la marcae superior, la placa se relirac de
la odmara y ve deja evaporar el soluanie al medic ambien

le.

Una vex seca la placa se ravelan los oom_
ponentas de la muesira, esle revelado se lleva a cabo de
d{ferenles formas seyin el lipo de susianoia que ée inves~
liga:

a) Usando luz U.V,

b) Con reactivos quimicos
¢) Con sustancius corrosivas,

Al revelar el cromatograma, se oonocerd
la dislancia recorrida por la sustancie problema y la re-
laosén de esta distancia con la del frente del solvenlie, ase

la danomina IRf,




Rf - Digtancia del puntio dae aplicacién a la manocha,
T Dist., del punio de aplicacién al frente del solventie.

I.a dooumeniacidn y el archivo de los oro-
malogramaes ee puede hacer medianle ocualquiera de los mé

lodos aiguiantiee:
@) Calodndolo ocon un papel (ransparenie.
b) Folografidndolo.
o} Empleando el roofo de una suapenaién

pldslica on aerosol.

La determinacién ocuantilativa de los croma_
togramas en ocapa delgada se hace por loes siguientes méio

dos,
a}) Por comparaocién visual,
b) Por méiodo fologrdficos.
o) Por métodos folodensilomélricos,
d) Por mélodos auloradiogrdficos.

e) Por ealracocién de la mancha y posterior

valoracién especirofolométrica,
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APARATOR Y SUSTANCIAS,

Aparalos: IFyuipo espacial para cromalografia en capa -

delgada de la 1marca "Desaga',
Roaclivos:.

Maetanol,

Acelato de Elilo, U,S, P,
Piridina, U.&, P,
Cloroformo. U.S. P,
Etanol.

Silica gel "G, Morack,

Yodo meldiico.

Problema: Maodicamenio que se administra on Jorma de -=

aarosol y qua ocontlena:

Boenzooaina,

Suls,

Cloruro de Benzalkonio.
Ciolamato de sodio.
Sacarina sédica

_ Aceilo esancial de anta,
Aloohol dao 96 G, L.
Propilen glicol,

PREPARACION DFE PLACAS,

Proparacién de la suspensién de Stlica -
Geal "Q": Sa pesen 80 g, de Silica Gel "G", y denfo
de un pequeiio mortero se efeclic la suspensién ocon 60 ml.

da agua, la suapensiédn no debe hacerse con movimientos

#
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demasiado vigorosos, a fin de eovilar la formacién de bur -
bujgas, las cuales provocan al preparar las placas, unc su
perficie irregular, la cual ocasionarfa variaciones en el -~
Rf de la benzocaina, KEsia suspaensibn seo transfiere den-

{ro del aplicador,

l.an placas se ooloocan sobre su soportie el
cual dobe eslar apoyado en una superficle perfecltaments ni
velada, oste objalo ¢s dificil de lograr on la mesa de ira_
bajo del laboratorio, por lo tanto es oconvenienia mandar -
confeccionar una plancha do acero dae las mismas dimensig
nes que el soporte, y do esia forma oblener una superfi ~

ote sin dasnivales.

Las placas en nimero de ofnco de 0,20 «
0.20 m, al igual que las dos terminalee de 0.20 = 0.05m,
son colocadas sobre el soporie; las placas se limpian per
factameante con alcohol para remover la grasa que pudie -
ran lener, y la cual impide que en cierias paries de la -

placa, la suspensién acuosa de Silica Gel "G'" al vidrio.

——

El aplicador se colocc en la primera pla -
ca previo ajuste del ecspesor de la capa de S{lica Gel =~
"G*, aste ajustea se hace a 0.25 mm. accionando los for_
nillos del aplicador, Desplazando el brazo del aplicador -
en sontido conirario al que sigue la direcoién de aplicacién,
quoda an conlacto la suspensién de Silica Gel "G" conla
pluoa de vidrio, é inmediatamente después se cfeolic con
un movimsento "uniyforme’, el racorridn del aplicador hasle

la dltima placa, sin ojeroer preosién sobre el aplicador du




ranle eale donplacamdfonto, toprnanada onla n;wrnm'(’»n wn dag
Jan lan plueas vobre ol noporle algunosn minwlos hasle qua
ta plaea no torne opaca, on enlo ymomanlo, s onlocan lasg
placas dontro de unag qgraddla y on ponfeidn vortical parae -.
Saatlilar la evaporacidn dol agua, ae indronduce dnla en una
onlufn durante 30 muinufos a una {omperalura de IO()O ., -
al cabo de ante iompo weo relirvan y ne anfrian deniro dae

un doeseoador, guadando lalayw para usarlay, Iara lograr
aromatograman reproduciiblon se dobe prosurar que eslag

placas no enxtin donlro dol daseocador mda deo doe dias sin

unaarag.,

El rayado y delimilucién dae la pluce se o—

feothia como se amplind en generalidades.
PREDPARACION DE I.A SOLUCION PROBLEMA'Y
TIPO.
Todns lus soluciones usadas en este iraba
o
jo se hacen con elanol 96 . L.

SOQLUCION TIPPU

Se hace en primer lugar una solucién de
Benzoocaina al ! %, ye que an osta concaniracién tebrica
la enconlramos an nuesira soluciédn problema, a partir de

esla sgoluoidn se haca la dilucién,

Solucién A: Benzoocaina al | %

Slolucién B: | ml. solucién .\ (10 myg) aforar a 10 mi,

Do la wsolucién 1l se pipatean 0,056 ml, €=-=

#
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qufvalenles a una conocentracién de 60 Mmoy. y serd esla -

cantidad la que ae ocologue en el punto de aplicoonibén de la

muesira,

Lia miema diluocidn que ee hizo oon la solu
ofén lipo we hace ocon la soluocién problema. Teéricamen-
le se aplicé la misma concentracién de benzocaina en al

lipo y en el problema,
SISTEMAS DE SOLVENTES USADOS

f,a primera parie del lradajo smperimental,
tfene ocomo objeto principal enconirar el solvenie 6 el sfs-
tema de aolvenive adecuados para lograr una buena sepa
racién de la muesire problema, para lograr esle efecio,-
se enaayaron los stelemas quo a conlinuacién se desori -

bﬂ"e
Sistema de solvente Proporoién

1.~ Clovroformo U.S

v
I

Maetanol U.S.P. (80:10)
2.~ Cloroformo U.S.P. - Matanol U.S.P. (80:15)

8.~ Cloroformo U.S.P. Metanol U, S, P, (70:86)

4.~ Cloroformo =~ Aocelato de etilo (75: 25)
6.- Bencaeno - Piridina - Etanol ( 70 : 40 : 80).

6,~- Cloroformo

(Yomo wmea dijo anteriormente, la placa se =
vaya y delimita y sa procede a plicar la muesalra do la @0

‘uotén lipo y problama, las qgua con antartoridad se prepg

#




ravon, de loman con lo pipela oupaecial graduada an 10
waecaofones, cada seccidn oqu.valo o 0,01 ml, g pipelaan
0.05 ml, (60 mey,)do ambaa muasiran, lan oualon se an
cuentran a la minma concanlranidn lebrion, ae ooloocan en
la capa de aflica, procurando no mallratler demasiedo la
miama, esta operacidn ne hacoe oon ol problame vy con el
lipo; aplicadan lan mueniran ne afoctia ol desarrollo dael -
cromalograma 6 sea la wmigracién « {raves de la stlice con
ayuda de diforentaes uwinlemas da solventes en los cuales la

sualancia por analizar es woluble en allos,

Tres cdmaras se saturen de preferencia -
oon un di{a da anlicipacién con loe siguientes sislemas de

solvaentas:

Cdmara ! Cloroformo U.S, P, ~Motlanol U, S, P,

{80 : 10 ) {60 ml,

Cdmara 2 Cloroformo U.S, P, -Melanol U,.S, P,

(80 : 15 ) 150 mt,

Cdmara 38 Cloroformo U.S.P. -Melanol U.S, P,
(70 : 35 ) 160 mi,

Cuando la cdmara se encuenira perfecia -
mente salurada, lo cual se puede saber cuando el papel -
Nitro introducido en la cdmara an forma de U, se enouen
tra impregnado del solvenle, poro si lu cdmara se prepa_
ré con un diu da anlicipacién, ca obuvio que para el dia
efguienlo wule odmare esterd porfoctamaonte salurada, KEs

ta parte (sdaturaciénl), do la oromatogrefia en placa delga

#




da llane muocha fmporiannta deonde narion punton da viala

IZn primar lugar; @i la odmara oatd per-
Jaolamante natlurada mo podrdn oblanar yrenullodoas raprodu

ofblen, hecho qua no wae logra cuando eminle una aafuracibn

daficfanle,

i la cdmara no enld lo auficientemenie sa
furada, se obnarva frecuadiomaonta denpuén da revelar el
oromalograma, uvarfacionans del I¥f da la suslancic on esely

dio en la misma ploaca,

ra venluja dae la que ve puede hacer men
oién reapeolo a la aaluracién es la velocidad con la que -
aecfende al aoluvenie, wsiendo éale nolablamenie Mmayor ocuan

do hay saluracidn que cuando no la hay.

He ulilizan {res placas a las cualos lee ha
stdo aplicada la misma cantidad de solucibn problema yde
solucién lipo, eslas placas se introducen verticalmente den
tro de las cdmarae !, 2 y 8, se otarran perfeclamenie y
se desurrolla ol cromatograma con un frenle de solvenle

de 10 om,

Cuando ol solvenle asciende hasla la mar-
oa an un tlempo apromimado de 40 minulos, la place se -
relira de la ¢dmara y ne axpone al maedio ambienle, a -=

Nn de que ol solventa se avapcra,

{/na ves ovaporado el solvenle se prooede
al revelado, onte revelado wse efachia con vaporaes de yo-

do, éuto wa logra un una cdmara de saluracidn, inétrodu -




da (lene muoha fmparlancia deado narion punton de uigla:

En primaer lugnr; »sf ln cdmare osld per-
Jeolamenie saiurada na podrdn oblanar reaunllndos raprodu

oiblan, heoho fue no ma logra cuando eminte una snaluraocidn

deficionte.

Sila cdmara no entd lo aufiolentamente sa
lurada, ae obararve frocuedlomaentie deapuda de rovelar el

cromalograma, wvariscionas del If da la suslancia en esiu

dic en la miuma placa,

Otra ventaja de la que se puede hacer men
olén respeclo a la wsaluracién es la velocidad con la que -
asciende el aolvanle, siondo édeia noicblemaente mayor cuan

do hay saluracién qua cuando no la hay,

e ulilizan {res placas a las cuales les ha
aldo aplicada la misma canlidad de solucién problema yde
solucién lipo, estas placas se infroducen verticalmente den
tro de lasa cdmares !, & y §, se cierran perfeciamentie y
sa desarrolla el cromatograma con un frenle de soluenie

de 10 om,

(Cuando ol solvaente asciende hasla la mar-
oa en un empo uproximado de 40 minulos, ia placa se -
relira de la cdmara y ne owpone al medio ambionle, a ==

Sin de que al solvento ne aeauvapora,

Una ver avaporado el solvente se procede
al revelado, aste revaelado meo efactiec con vapores de yo-

do, éunto ee logra on une cdmara da saturacién, introdu -




ofendo una paequefia canlidad de yodo maldlico; asla odma-
ra se clierra herméticamante y ouando (a4 cdmara esid sa-
lurada de vapores de yode, enlon~en pe introduce la pla -
03 por revelar, aparece al calo de unon minulos unas w=-
manohaa do color amarillo y ta mancha de banzocaina del
problema aws idenlificada como tal porque ona la que quada

a la miama allura do la mancha de bonzocaina de la mues

{ra lipo,

I“sle cromalngrama lambién se puede reve-
lar por aspersién, wlilizando una solucién de yodo en olo-

roformo al 0.6 %,

Yiendo la mojor de estar dos formas de re
velar la benzocaina, la primera, pueslo que se oblienen -

manchas mejor definddae y do mayor inlenaidad.

ILos Rf obtenidos de la benzocatna oon los

dislinlos efaslemus de soluenfes fueron:

SISTEMA EMPLES DO PROPORCION

1)
Cloroformo U.S, P, - Malenol U.S.,P. ( 80 : 10 )

2)
Cloroformo U,S.P, - Matanol U.S, P, ( 80 : 15 )

8)
Cloroformo U,, P, - Matanol U/,&. P, ( 70 : 35 )

S {stema Rf., w 100
! 40
2 80
3 100
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Con los aisluman do solvente | y 2 des--
pués de ravaelar al cromatograma, we logré la separacién
deo la bonzocafna, poro al hacer una observacidn oufdado
8a, ae enconlrd qua abdajo y junto a la mancha de benzo-
caina, aewmislia olre mancha que podfa perlenaver a ocual-
quiara dae los componantos del modicamento en ocuaalién, -
entonoes al siguianie paso seria lograr la separacién de

la banmocainag de esa olra mancha.

Con el sistamae J la benmocaina fué arras
{rada hasla ol frenle dol volvanle, por lo lanio este sistema

queddé descariado,

Se aumanté la polaridad del sietema de sol
vaenies oon al objuto de lograr la separaoidn complela de la

benxocaina, utilizando para esle fin los siguienies:

SISTEMA DE SQLVENTE PROPORCION
3)
Cloroformoe - Acgatalo da alilo { 76 : 26 )]
5)
Beanceno - Piridina ~ Ftanol { 70 : 40 : 30 )
S {detlema Ry, z 100

4 80

6 80

Logrdndose una buena separaocibn con ben

ceno -~ piridina - alanol, donde la mancha de benzooaina |

quedd complatamente veparada,

Al obsarvar dotenidamento ol oromalogra-
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ma se vidé que la mancha do bonzocaina provenienie de la
nolucidn probleama era de un color amarillo mde fnlenso -
que la mancha correspondianie o la solucién lipo, natural-
menle eslo no an admiyible, por lo lanio se rapilieron los
oromatogramas varias veces, y siempre la mancha proble

ma era de¢ ocolor mds inlenso que al tipo,

Ilste problemn ae podia deber a que junio
con la mancha de benzocaina proveniente de la solucibén -
del maedicamento, ofra suslancia medicamentose que tantia
un Rf, mamaganie al de la banzocaina, era la que haofa
que la mancha de benzocaina dol problema se viera mds

intensa,

Bl problema qua chora se preseniaba era
ol de separar las dos manchaas, las ocuales l{entan el mis

mo Rf,

Para lograr esle fin, se hizo uso de un -

artificio que consislié en lo sigufenle:

Sa hizo el desarrollo del oromalograma -
empleando un solvente de baja polaridad, en easle caso se
wlllizd tdnicamente cloroformo, y el frente del solvenle fué

de 16 om. ocon al objeto de lograr una mejor separacién.

El cromatograma se desarrollé en este —
solvente, una vez que el cloroformo ha llegado al frenle ,
la placa se saca y sa empone al medio ambiente, con el
fin de que el cloroformo impregnado en la capa de silica,

pueda evaporarse tolalmente, unc vez logrado este efecto,
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la placa ee introduvce do nueva ouanta en la odmara LY
rada con oloroformo Y ol oromalograma se deaarrolla nue
vamante. Se saca la placa, &0 ovapora el oloroformo y

se revala dicha placa con ocaporas de yodo.

En eale forma ei ne logra la complela se
paracién de la benzooaina y la mancha que impedia ha —
cer una delerminacién vera=, por esiar ambas manchas -

superpuesiao,

Fnla saeparacién esld ejemplificada an lag -

fotografias qua & conlinuacién se exponen,




I'n wiala de que al productc an el oual ems-
td conlunida la henzocaina we oncuenira a un pl/f de 0 --
0.6 y a ésae pll la banzocaina on suncaplible a hidréliais,
no se lanfa la cerleza do que la mancha correspondsenie
al probloma fuara de benzocainas, puas Ata-mbl'én podria -
sar de p-aminohonzoalo de wodio, por lo tanlo, se prepa_
ré una placa para comprobar gsla hecho, colocdndo en -
la placa ol problama frenle a un {ipo de p-aminobenzoatlo
de sodio, ademds se pusieron (ipos de benzocaina a dife_

rantes pli.

Solvanie -~ (Cloroformo
Revelador ~ Vapores de Yodo
Lugar

!.- Benwzocaina pH 11

2.~ Problema

8.~ Banmocaina pH b

4, - Benzocaina sin ajusiar pH

§.~ p-aminobenzoalo de sodio.

El desarrollo del cromatograma se hizo en

las condicionas anfes espacificadas. (Figura I ) .

En otra placa, ocon el fin de efectuar la de
lerminacién semicuaniilativa, se pusieron canlidades decre_
cientos da bonzocgaina, oada lipo frenle a un problema, -

las canlidades de benzoocaina sgon las siguiontes. (Figura

1r1).




El objato de colocur on la placa testigos de -
banzocaina a difarestes pli, y cuya concentracwwn teorica
o8 la migma gue la indicada en ol problema, e¢x con el fin
de comprobar la ddrdlisis dal oxter, o poadia apreciar
an primer lugar gue la mancha de benzocaina del proble-
ma ewld noctablomanie disminutda an comparucidn con la -
mancha tipo d¢ hensocaine ~in ajusier el plf, la cual fué
preparada ¢l mixmo dia que se desarrolld ol cromatogra-
ma. De lou tipos de benzocaina a los que se wjustd el
pll, en al que se¢ sprecie un moyor grado de hidrdélisis es

al quae liene pli da 11,

FIGURA 1




Lugar:

: L.~ Tipo 45 mey,
2.~ DProblama
. 3., - Tipo 40 mcyg.
4.~ Problema
5.- Tipo 35 meg.
6.~ Probhlcma
7.- Tipo 30 megq.

8.~ PProbineiaa

Kl cromalograma se desarrollé en las mis

mas condiciones.

FIGURAN I,

o 4 a W
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COMENTARIOS

Jlate {rabajo se realizé vomo se dijo anie-
riormente, an producio terminado oon forma farmaodulioa
de "AEROSOI", en el cual lo benzooaina es un consti
tuyenta de imporlancia en la férimula de esle mecit'oamento,
siendo por este molivo, el intards de la Empresa de con_
far con una tdcnica para su delerminacién, Ademds se -
tenia la duda de que a un pli tan elovado como aen el que
8o enouanira enia solucién [ 9 - 0,6 ), siendo la benzo
caina un esler, cala sustancia podria sufrir unae hidréli -
sts lotal, originando e¢stae hacho principalmentia, el ensayo
da la oromatografiac en capa delguda parae la delerming —

otén del grado de hidrélisis de la benzocaina.

RESULTANOS:

A pesar de ser esla valoracién semicuan-

titativa, los raesullados oblenidos son satisfactorios.

Para llevar a ocabo la determinacién, se -
haoce ueo de la plantilla empleada para ayudor a aplicur la
muesira, rayar y delimilar los filos de la placa, ya que -
esla plantilla en el centro liene dibujados unos ciroculos de
diferontes didmelros que vuan dosdae 8§ mm, hasla 25 mm,,
stendo asta plantille de un material pldstioo transparente ;
esle adilamanto se pucde colocar sobre e! oromatograma
revelado sin malirater la capa de stlica, y asi sobrepo -
ner alguno de los otirculos do la plantille que sea del la -

mailo do la manche, de esla forma, conociendo el tamafio
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do la mancha lpo, podemon por comparacién saber apro-
cimadamenle al porcaontaye da dolarminadae gusloncie en un

madicamanio,

l.a canlidad aprowimada de baenmocaina ewxis
tente an ol problema la podemos conocer haciendo la com
paracidn de lae manchan lipo con las manchas problema -
an la Figura No. IV, IL.a mancha do los lipos qua coin-
cide an lamaido ¢ intenoidad con la mancha problama es la
.que asld an ol lugar No. 3, cuya concaeniracién de benzo_
caina ea da 40 meg., dusla conceniraciédn aquivale a un -

80 % de banmocaina an la solucién problema aproximada -

menie.

CONCILUSIONES:

NPodamos concluir en primer lugar, que la
benzoocaina si es hidrolizade en el maedicamento en soluocién
esla hidrélisis fué de un 20 % aproaimadamente. El medi_
cumnntc; que sae empleé para al trabajo experimenial tenia
un tiempo de cualro Mmegas de elaborado, ]‘307‘ lo tanto, el
grado de hidréblisis as grande para el pooo liempo que tie

ne ol produocto en el mercado,

Puede suceder que aunque la concentraoién
do anasidsioco saa bajo, la anestosia local pueda lograrse
debido a quo ol madicamento conliene en su férmula  ---

FREON qua lambién aolic como aneslésico.

Fouwistean dos aspeotos de la téonfca que v
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le la pena maencfonar : la aconomia y la rapidex; reaspeg
to al primaer punio, no en indinpananable lo compra del q-—
quipo completo, yo qua éslo neo puaedo fmpronisar; looante
al negundo punlo, st rae cuonla con un pooo da organiza -
cién, aes decir preparando lodo lo neceserio con un dia -
de anlicipaciédn, enla lécnica se raaliza on un Heampo rela

tivamanle corlo, pues tenfando lan piccas preparadas y la
edmare do daesarrollo saturada con el soluente adecuado,

inicamanie ne {ieane que aplicar la solucién problema y
po, denarrollar ol cromalograma dentro de la cdmara per
Seclamanle salurada con ol solventa; al liompo de desarro
Uo tentendo el fronla del solvenie 16 cms., ¢s de apromi-
madamenie 40 minuloa y finalmente el rovelado con vapo -
res dae yodo que no tarda mds de § minuwlos. Siendo por
aslos molivos, la ocromalografic en capa delgada, prinoi -
palmanta el tiempo, una téonica de gran ayuda en ol labo

ralorio do control de madicamentos.

Un aspecto importanle en e! desarrollo de
esla técnica, as la saturacién de la cdmara, hecho en el
oual dobe prestarse una especial atenocién, pues oomo se
comenté con anterioridad, da la saluracién de este cdma-
ra, depande aen gran parie la raproductlibilidad de los re-
sullados, al daecir raproductibilidad nos referimos prinos -
palmante a la obtenoidn oconstante del Rf. aen una determing
da eustanocia. In ol cawo aspacifico de aesta técnica, ha -
brd dos fuctoreu do suma importancia an la reproductibili-

dad del Rf an un cion por cianto, ya qua hubo vuriacio =

nes peyuaiias dal 1f ontra unu placa y olra, puoa midien,




do la dislancfa recorrida por la banzooaina a pariir del
punlo de aplicacién de la mueelra, ln diferencia enire una
placa y olra oacila enlre [ - 3§ mm., que realmente no -
ee mucha diferencia, lenfando an ouenia el hecho de que
se afecluaron dos ascenociones dal eolvente conggouiivas =~
en una misma placa, con la evaporaocién del solvenle, pre

liminar a cada nueva ascenoién del mismo.
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