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l. Resumen

La cromatografia en capa fina es una técnica de gran importancia en la determinacion,
cuantificacion y control de calidad de principios activos en medicamentos dado que sus
ventajas tales como la posibilidad de acoplarse a equipos instrumentales diversos,
consumo de muestra bajo, necesidad de poca preparacion de la muestra, necesidad de
pequefas cantidades de solventes y generacion de pocas cantidades de desechos
contaminantes la convierten en una opcion viable, econdmica y amigable con el ambiente.

En esta investigacion se separaron y cuantificaron los compuestos 5-[(3,4,5-trimetoxi-
fenil)metil]-2,4-pirimidindiamina (trimetoprim) y 4-Amino-N-(5-metil-3-
isoxazol)bencensulfonamida (sulfametoxazol) del cotrimoxazol en tabletas y suspension, a
través de la aplicacion de esta técnica cromatografica. Para ello, se determinaron las
condiciones o6ptimas que favorecieron la separacién de los compuestos de manera
selectiva y eficaz. La cuantificacion se llevd a cabo utilizando la técnica de densitometria
uVv.

En la investigacién se encontré que la fase movil mas adecuada para la separacion y
cuantificacion del trimetoprim y el sulfametoxazol es la constituida por cloroformo-metanol-
agua en cantidades de 4.6-0.38-0.025 mL respectivamente y se requiere que la deteccién
y cuantificacién en el densitbmetro se haga a 285 nm.

Los resultados obtenidos se compararon con los que se obtuvieron aplicando la
técnica de cromatografia liquida de alta resolucién y la diferencia entre ambas técnicas
resulté ser estadisticamente no significativa para la separacion, identificacion vy
cuantificacion de trimetoprim y sulfametoxazol del cotrimoxazol en tabletas y
suspensiones.

Por otra parte se pudo constatar que la aplicacion de la técnica por cromatografia en
capa fina no tiene efecto adverso sobre la separacion, identificacién y cuantificacion del
trimetoprim del cotrimoxazol en tabletas y suspensiones y si lo llegara a tener este es
pequeno, por lo que los resultados obtenidos al aplicar la técnica deben ser considerados
tan validos como los de la cromatografia liquida de alta resoluciéon. Mientras que para el
sulfametoxazol el efecto es pequeno y estadisticamente no significativo, por lo que los
resultados obtenidos al aplicar la técnica deben ser considerados tan validos como los de
la cromatografia liquida de alta resolucion.



Il. Introduccioén

La importancia en la determinacion de la identidad, la cuantificaciéon y el control de
calidad de principios activos en medicamentos ha llevado a la adaptacion de técnicas
analiticas diversas segun la naturaleza quimica de estas sustancias. Una de estas
técnicas es la cromatografia en capa fina, la cual fue de las primeras utilizadas para la
labor quimica de identificacion y cuantificacion de sustancias sobre todo por los recientes
y rapidos avances en otros campos de la cromatografia.

Esta es una técnica relativamente sencilla que presenta varias ventajas frente a otras
metodologias analiticas entre las cuales se cuentan, la posibilidad de ser acoplada a
equipos de analisis quimico instrumental, un consumo de muestra bajo, necesidad de
poca purificacion de la muestra, uso de pequefias cantidades de solventes en
comparacion con otras técnicas similares, y por lo tanto genera menos desechos
contaminantes.

Por otra parte, los avances tecnolégicos han permitido el desarrollo de equipos que
permiten que la cromatografia en capa fina sea hoy en dia, una técnica mas
automatizada, con alta exactitud y precision.

El objetivo principal de esta investigacion fue separar y cuantificar los compuestos 5-
[(3,4,5-trimetoxi-fenil)metil]-2,4-pirimidindiamina  (trimetoprim) y 4-Amino-N-(5-metil-3-
isoxazol)bencensulfonamida (sulfametoxazol) del cotrimoxazol en tabletas y suspension, a
través de la aplicacion de esta técnica cromatografica. Para ello, se determinaron las
condiciones o6ptimas que favorecieron la separacion de los compuestos de manera
selectiva y eficaz. Tales condiciones fueron para la composicion de la fase mévil una
mezcla de cloroformo-metanol-agua en cantidades de 4.6-0.38-0.025 mL
respectivamente. En cuanto a la fase estacionaria se utilizaron placas TLC60.4 en
camara cromatografica saturada por 10 minutos. El proceso se llevé a cabo en
condiciones de trabajo a temperatura de 25°C y 62% de humedad. La cuantificacion se
efectud utilizando la técnica de densitometria UV con una lampara de deuterio a una
longitud de onda de 285 nm. Las disoluciones de las muestras se prepararon a una
concentracion de 4 mg/mL tanto de compuestos 5-[(3,4,5-trimetoxi-fenil)metil]-2,4-
pirimidindiamina (trimetoprim) como de 4-Amino-N-(5-metil-3-isoxazol)bencensulfonamida
(sulfametoxazol) y en la cromatoplaca se aplicaron 2 uL de la disolucion preparada dando
como resultado 8 ug de ingrediente en la cromatoplaca. Los resultados obtenidos se



compararon con los que se obtuvieron aplicando la técnica de cromatografia liquida de
alta resolucion y la diferencia entre ambas técnicas resultdé ser estadisticamente no
significativa para la separacion, identificacion y cuantificacion de trimetoprim y

sulfametoxazol del cotrimoxazol en tabletas y suspensiones.

La investigacion efectuada se justificd, dado que constituyé el desarrollo de una
técnica instrumental alternativa que superd a la variante preparativa en cuanto a que no
fue Unicamente para identificaciéon, sino que se logré determinar la concentracién de
manera eficaz de los compuestos. Por otra parte la deteccion fue altamente sensible,
debido a la aplicacion de la técnica densitométrica.

Ademas, la técnica desarrollada tiene varias ventajas sobre la técnica de HPLC,
recomendada como principal alternativa por las farmacopeas, ya que se puede apreciar la
separacion cromatografica completa, pudiendo observar al mismo tiempo la relacién de
componentes y la formacion indeseable de colas o manchas arrastradas. A esto se
agrega que la técnica permitid evitar la contaminacién por muestras anteriores ya que el
sistema de separacion se utilizd una Uunica vez, sin incrementar los costos
significativamente utilizando pre-columnas o complicando el procedimiento como lo
supone el reacondicionamiento de la columna o el cambio de la misma.

Para determinar si la metodologia es adecuada para la cuantificaciéon de los
principios activos, se hizo uso de estandares de pureza certificada para ambos
ingredientes y también se compararon los resultados obtenidos con los del método de
referencia (HPLC).

La implementacion de esta técnica analitica para la determinacion y cuantificacion
de un bactericida de amplio espectro, representa un beneficio para Guatemala, dado que
disminuye los impactos ambientales que se generan por el analisis y constituye un

procedimiento que disminuye los costos significativamente.



lll. Antecedentes
3.1. Investigaciones Previas.

La cromatografia en capa fina es una técnica muy utilizada desde hace muchos
anos para la separacion e identificacion de sustancias, a continuacién se mencionaran las
investigaciones mas recientes, realizadas en la Universidad de San Carlos de Guatemala.

En el afno 2000 Gonzalez Pellecer, realiz6 una caracterizacion de metabolitos
primarios y secundarios en frijoles del género Phaseolus, especies: P. lunatus L., P.
acutifolius Gray, y P. vulgaris L. del sur occidente de Guatemala, para lo que utilizé la
técnica en cromatografia en capa fina.('”

Lopez Garcia, también en el afo 2000, realizd el tamizaje fitoquimico de cuatro
especies del subgénero Trichosalpinx (Trichosalpinx triangulipetala, Trichosalpinx
blaisdellii, Trichosalpinx ciliaris y Trichosalpinix memor) y cuatro del subgénero Tubella
(Tubella broadwayi, Tubella foliata, Tubella cedralensis y Tubella fruticosa) del género
Trichosalpinx existente en Guatemala utilizando la cromatografia en capa fina para su
separacion e identificacion. *®

Cano, et al, (2002), obtuvieron capsaicina a través del fraccionamiento de las
oleorresinas de 3 especies de Capsicum, por medio de la cromatografia de capa fina.!"?

Caceres, et al, realizaron la determinacion fitoquimica y actividad antifungica de
cultivares de Solanum americanum Miller y caracterizacién de preparaciones para la
industria fitofarmacéutica mediante ensayos macro, semimicro y cromatografia en capa
fina (CCF) identificandose los metabolitos secundarios presentes en los extractos
etandlicos los cuales fueron alcaloides y saponinas.®”

Zuleta realizd en 2005 un estudio sobre el perfil fitoquimico de Phlebodium
pseudoaureum (Cav.) Lellinger proveniente de 5 regiones de Guatemala. El trabajo de
investigacion se realizo con el fin de determinar la existencia de diferencias cualitativas en
la composicion quimica de los rizomas de Phlebodium pseudoaureum provenientes de
cinco regiones diferentes del pais. En esta investigacion se analizd el rizoma vy las
escamas de P. pseudoaureum de regiones de El Quiché, Guatemala, Jalapa, Baja
Verapaz y Huehuetenango. Se realizaron ensayos fitoquimicos para la determinacion de
alcaloides por cromatografia en capa fina, presentando tanto para el rizoma y las
escamas un resultado positivo para esta prueba. Se analizo la presencia de taninos en las

cinco muestras en forma macro, presentando estas un resultado positivo para la misma.
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Se analizé la presencia de flavonoides, saponinas y sesquiterpenlactonas por medio de
cromatografia en capa fina confirmandose la presencia de estos metabolitos secundarios

en cada una de las muestras seleccionadas.?"

También en el 2005, Cruz de Paz, realizé la evaluacion de la actividad biocida e
identificacion quimica de valepotriatos en tres plantas reconocidas popularmente en
Guatemala como Valeriana utilizando la cromatografia en capa fina para la identificacién

de los mismos.??

Vielman y Saravia realizaron en 2004 un estudio sobre la evaluacion de la actividad
analgésica de los extractos etandlico, hexanico, cloroformo, acetato de etilo y acuoso de
las hojas de Catopheria chiapensis (linimento). En esta investigacion se estudio se estudio
la actividad analgésica de la planta medicinal y su utilizacion como medicina alternativa.
Por la respuesta analgésica obtenida para el extracto de acetato de etilo, se llevé a cabo
la caracterizaciéon fitoquimica preliminar, al cual se le realizd6 un tamizaje fitoquimico
utilizando ensayos macro y semimicro y técnicas de cromatografia en capa fina (CCF) que
evidenciaron la existencia de alcaloides, antraquinonas, flavonoides, antocianinas,

cardendlidos, bufadiendlicos, principios activos amargos y aceites esencias.??

En un estudio mas reciente en el afio 2008, Villatoro Castillo, realizé el tamizaje
fitoquimico de las partes aéreas (hojas, tallo, flores y fruto) de Garrya corvorum Standl.&
Steyerm. (GARRYACEAE) especie endémica de Guatemala, en la cual utilizé la
cromatografia en capa fina para separacion e identificacion de algunos metabolitos de la

planta.®?

Como se puede observar en estas y muchas mas investigaciones realizadas en
Guatemala la cromatografia en capa fina es una técnica ampliamente utilizada para la
separacion e identificaciéon de sustancias quimicas, pero no es aprovechada para la
cuantificacion de las mismas siendo esto factible actualmente, gracias a equipos

modernos como lo son los densitdmetros.
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3.2. Cotrimoxazol, una sulfonamida antibacteriana.

El cotrimoxazol (trimetoprim + sulfametoxazol), esta clasificada como una droga
sistematica antibacterial, de la familia de las sulfonamidas. La asociaciéon de una
sulfonamida con trimetoprim permite obtener una accion antibacteriana, sinérgica y
secuencial por inhibicion de la sintesis de nucleoproteinas: la sulfonamida bloquea la
sintesis bacteriana del acido dihidrofélico (por competicion con el acido para-
aminobenzoico) ademas de constituir una sustancia de eliminacién lenta y la trimetoprim
bloquea la transformacion del acido dihidrofélico en acido tetrahidrofdlico (inhibicion de la
dihidrofolato reductasa) con lo cual se obtiene una accién sinérgica secuencial sobre
numerosas bacterias y algunos protozoarios.

Por tanto el espectro antibacteriano es mucho mas amplio por la suma de los
espectros de los componentes aislados y esto a pesar que los componentes separados

son Unicamente bacteriostaticos, la combinacién resultante es bactericida."®®

3.2.1. Trimetoprim

Estructura bidimensional:

Estructura tridimensional:




Propiedades calculadas desde la estructura:

Peso molecular

290.31772 [g/mol]

Férmula molecular C14H1gN4O5
XLogP3 0.9
H-Enlace Donador 2
H-Enlace Aceptor 7

Conteo de enlaces rotables 5

Conteo de tautomeros 9

Masa exacta 290.13789
Masa monoisotépica 290.13789
Superficie de area topoldgica polar 106
Conteo de atomos pesados 21

Carga formal 0
Complejidad 307
Conteo de isotopos atomicos 0

Conteo de atomos estereocéntricos definidos |0

Conteo de atomos estereocéntricos no definidos|0

Conteo de enlaces esterocéntricos definidos 0

Conteo de enlaces esterocéntricos no definidos |0

Conteo de unidades covalentemente enlazadas |1

3.2.2. Sulfametoxazol

Estructura bidimensional:

Estructura bidimensional:

12
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Propiedades calculadas desde la estructura:

Peso molecular 253.27764 [g/mol]
Férmula molecular CioH11N303S
XlogP3 0.9
H-Enlace Donador 2

H-Enlace Aceptor 6

Conteo de enlaces rotables 3

Conteo de tautomeros 2

Masa exacta 253.052112
Masa monoisotdpica 253.052112
Superficie de area topoldgica polar 98.2

Conteo de atomos pesados 17

Carga formal 0
Complejidad 346

Conteo de isétopos atdomicos 0

Conteo de atomos estereocéntricos definidos |0

Conteo de atomos estereocéntricos no definidos|0

Conteo de enlaces esterocéntricos definidos 0

Conteo de enlaces esterocéntricos no definidos |0

Conteo de unidades covalentemente enlazadas |1

3.2.3. Espectro antibacteriano del cotrimoxazol.

Las cepas bacterianas que resultan casi siempre sensibles a la accion del
cotrimoxazol son: Streptococcus pneumoniaes, Corinebacterium diphtheriae, Neisseria
meningitidis. Por otra parte las cepas que resultan a muy a menudo sensibles a su accion
son: Staphylococcus aureus  (comprendidas cepas resistentes a la cloxacilina),
Streptococcus pyogenes, S. viridans, S. faecalis. Escherichia coli, Proteus mirabilis,
Enterobacter (varias especies), especies de Salmonella y Shigella, Pseudomonas
pseudomallei y serratia, Vibrio cholerae. Otras cepas que bastante a menudo resultan
sensibles a la accion del cotrimoxazol son: Brucilla abortus, Pasterurella haemolytica,
Nocardia asteroides, Toxoplasma gondii, diversas especies de Legionella, Klebsiella y
Yersinia. Sin embargo Pseudomonas aeruginosa presenta resistencia frecuente y el
bacilo tuberculoso, treponemas, micoplasmas, Camplylobacter, Leptospira, Chlamydia y

Rickettsia presenta resistencia constante.®

3.2.4. Formas comerciales frecuentes
En el mercado se encuentran diversos medicamentos cuyo principio activo es el

cotrimoxazol, a nivel local e internacional los mas reconocidos son Adrenal® (Fabra).
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Bacticel® (Bago), Bactrim® (Roche), Cotrimoxazol® (Richet), Danferane® (Rivero),
Dosulfin® (Labinca), Netocur® (Duncan), Spectrobid® (Tuteur), Sulfatrin® (Richmond),
Triseptazol® (Sintyal). Ademas se encuentran una gran cantidad de presentaciones
farmacéuticas de tipo genérico que presentan a esta mezcla de compuestos como

ingrediente activo.("®

3.2.5. Indicaciones del cotrimoxazol.

El medicamento es recetado en caso de los siguientes padecimientos:

Infecciones urinarias complicadas y/o altas; el cotrimoxazol no se recomienda en

las infecciones urinarias bajas, no complicadas, debido a la posibilidad de efectos

adversos.

= Prostatitis aguda o crénica: Exacerbaciones agudas de la bronquitis crénica.

= Qtitis y sinusitis agudas.

= Neuropatia por Pneumocystis carinni.

» [nfecciones gastrointestinales por Shigella, por Yersinia enterocolitica, o por cepas
patdgenas de colibacilos.

= Fiebres tifoideas y paratifoideas en caso de resistencia al cloranfenicol y a la
ampicilina.

= Toxoplasmosis (Toxoplasma gondii): formas graves, generalizadas, en caso de
inmunosupresion; formas congénitas; coriorretinitis.

= Chancro blando.

= Melioidosis.

= Brucelosis: en caso de intolerancia a las tetraciclinas.

= Colera: para disminuir la duracién de la diarrea y la proliferacion de gérmenes en

los nifios."

3.2.6. Farmacologia del cotrimoxazol.

El trimetoprim se absorbe por via digestiva mas rapidamente que el
sulfametoxazol; la administracion de sulfametoxazol y trimetoprim en la proporcion de 5/1
alcanza a nivel de los tejidos una relacién de 20/1 (actividad antibacteriana 6ptima);
después de la administracion por via oral se alcanza el pico sérico en el curso de 2-3

horas.!"
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La vida media plasmatica es de 10 horas, aproximadamente para el
sulfametoxazol y de 16 horas para el trimetoprim; el cotrimoxazol presenta unién con las
proteinas plasmaticas de alrededor del 70%; al cabo de 24 horas, 30 a 50% de
sulfametoxazol (sobre todo conjugado) y 50 a 60% de trimetoprim (metabolizada en parte)
son eliminados en la orina; la eliminacién urinaria disminuye en caso de insuficiencia
renal; por otra parte tienen una buena penetracion en el liquido cefalorraquideo.

En su posologia se recomienda tomar precauciones en cuanto a mantener una
buena hidratacion, reducir las dosis en caso de insuficiencia renal, administracion
prudente en pacientes de mas de 60 afios, en caso de tratamiento prolongado mantener
vigilancia hematoldgica.

El cotrimoxazol debe evitarse en caso de antecedentes de intolerancia o alergia a
cualquiera de sus componentes, en recién nacidos y prematuros, en caso de anemias
megaloblasticas y trombocitopenia, en neuropatias progresivas, en anemias

megaloblasticas y en embarazo.!"

3.2.7. Metodologias analiticas aplicadas al cotrimoxazol.

Entre los métodos analiticos que se realizan a muestras de cotrimoxazol esta la
cromatografia en capa fina, utilizada para determinar la pureza de los ingredientes activos
tanto en tabletas como en suspensiones. Mediante la cromatografia en capa fina se
puede determinar los distintos productos de degradacién del trimetoprim y del
sulfametoxazol, y verificar si cumple con los limites permitidos para los mismos.

La metodologia en si referente a cromatografia en capa fina implica la aplicacion
de estandares y muestras en una placa de silica gel y después del desarrollo de la placa
en su respectiva fase movil, se revelan las manchas con un reactivo de Ebhrlich
modificado, el reactivo esta compuesto de 100 miligramos de p-dimetilaminobenzaldehido
en 1 mililitro de acido clorhidrico, diluido hasta 100 mililitros con etanol. Las manchas
reveladas se cuantifican comparativamente contra los estandares.

El método analitico mas utilizado para la cuantificacion de cotrimoxazol
actualmente es la cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC), La cual requiere un
detector a 254 nm. Esta técnica se aplica tanto a tabletas como a suspensiones de
cotrimoxazol y sirve para verificar la uniformidad de las unidades de dosificacion.

Igualmente que en la cromatografia en capa fina, en la cromatografia liquida de

alta resolucion se preparan estandares y muestras los cuales se inyectan en la columna
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cromatografica eluyéndose con su respectiva fase movil y obteniéndose los picos

correspondientes para su posterior cuantificacion.?®

3.3. Utilizacion de la técnica cromatografica en la determinacion de medicamentos.

En anos recientes, en el anadlisis de medicamentos se ha incrementado la
necesidad de herramientas que permitan asegurar los resultados analiticos en cuanto a la
capacidad de determinar la identidad, el grado de pureza y la calidad de los mismos. En
la mayor parte de los casos, se necesitan metodologias de prueba tanto fisicas como
quimicas y la técnica cromatografica a emergido como una técnica y tecnologia a la vez,
de alto rendimiento y muy versatil que puede ser aplicada para la identificacion,
cuantificacion y verificacion de la calidad de los productos farmaceéuticos.

Sin embargo las técnicas generalmente aplicadas como lo son la cromatografia
liquida de alta precision (HPLC, por sus siglas en inglés) y la cromatografia de gases
(cuando es factible utilizarla, sobre todo para materiales de origen botanico) usualmente
requieren de readecuacion de la metodologia a seguir, equipos altamente sofisticados,
empleo de reactivos, gases o solventes ultrapuros, columnas de separacién
cromatografica muy especificas, lo cual redunda en un aumento significativo de los
costos.

Es entonces cuando técnicas como la cromatografia en capa fina (TLC por sus
siglas en inglés o CCF en espafiol) surgen como alternativas, ya que su tecnologia es
altamente efectiva en costos, sin perjuicio de la versatilidad y alto rendimiento en la
identificacion, cuantificacion y aseguramiento de la calidad en principios activos
farmacéuticos.

La técnica de la cromatografia en capa fina es de alguna manera familiar para la
mayoria de quimicos analiticos y en términos generales hay una percepcion de que hay
métodos quimicos especificos de analisis como el HPLC que tienden a dejar a la
cromatografia en capa fina en estado obsoleto. Sin embargo la TLC o CCF ha
demostrado ser una herramienta analitica de alto valor para los modernos

farmacognocistas.
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3.3.1. Antecedentes histdricos de la cromatografia en capa fina y densitometria

El principio que rige la cromatografia en general es la adsorcion, la cual consiste
en el deposito y retencidon selectiva de sustancias sobre una superficie de sélidos

finamente divididos por efecto de fuerzas fisicoquimicas.

La cromatografia (del griego chroma = color, graphos = escritura) es un
procedimiento fisicoquimico que permite separar los componentes o sustancias
integrantes de una mezcla en movimiento por adsorcion o separacion diferencial de estos
componentes sobre una superficie estacionaria o inmovil. El botanico ruso Mikhail Tswett
(1872-1919) establecio entre 1903 — 1910, las ventajas de la cromatografia y la adopcion
parcial de su terminologia, asi como haber sentado las bases de los principales

procedimientos experimentales relativos a esta técnica.®”

Hasta 1931, Kuhn y Lederer despertaron el interés de los quimicos en la
cromatografia demostrando lo ventajoso de su empleo en la separacién de numerosos
productos naturales. En 1938, Reinchstein demostré la utilidad de la cromatografia
liquida, y en 1941, Martin y Synge. El éxito de esta cromatografia los llevé a pensar en la
posibilidad de separar pequefiisimas cantidades de aminoacidos, desplazandolos sobre
una fase estacionaria de papel que se iba saturando de agua, a medida que se movia el

frente de disolvente saturado de agua.

Otros investigadores, como Izmailov y Shraiber (1938), colocaron sobre laminas de
vidrio dispuestas horizontalmente capas muy delgadas de absorbentes y a continuacion
una gota de extractos vegetales. La adicion lenta de etanol al centro de la mancha, le

permitié separar e identificar diversos productos farmacéuticos.®

En 1949, Meinhard y Hall separaron iones inorganicos mediante portaobjetos
embadurnados con o6xido de aluminio y celita, utilizando almidéon como aglutinante. En
1951, Kirchner y sus colaboradores prepararon placas de gel de silice para separar los
aceites esenciales, y continuaron perfeccionando la técnica. En 1954 Reitsema,
interesado en el estudio de aceites esenciales, utilizé6 barras de adsorbente y sugirid
procedimientos de elaboracién de placas de adsorbente en condiciones reproducibles.

Kirchner descubrié en 1954 un aplicador sencillo. En 1956, Stahl, muy interesado en la
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separacion de los componentes de las células, diseiid un aparato aplicador que permite
elaborar con facilidad placas de comportamiento reproducible y le dio el nombre de
cromatografia en capa fina (Dunnschichtchromatographie). Posteriormente, este autor y
sus estudiantes han seguido demostrando las ventajas de la cromatografia en capa fina e

inventaron nuevos dispositivos y técnicas que aumentan su versatilidad.®®

3.3.1.1. Fundamentos de densitometria

Es posible usar un sistema escalado para pixeles que tenga una correspondencia
uno a uno con la concentracion de lo que se esta estudiando. La concentracion de la
muestra puede ser determinada utilizando técnicas 6pticas, electronicas y mas importante
aun técnicas basadas en imagenes. La ciencia de la densitometria fue descrita
originalmente por Bouguer y Lambert que describié la pérdida de radiacion (o luz) al pasar
a través de un medio. Posteriormente, Beer encontré que esa pérdida de radiacién en un
medio es la funcion de la concentracion o molaridad de la sustancia. De acuerdo con la
ley de Beer, la concentracion es proporcional a la densidad éptica (DO). La escala de la
densidad éptica logaritmica, y la integral neta de los valores de densidad para un objeto
en una imagen es la medida propia para usarse en la cuantificacion. De acuerdo con la
ley de Beer, la densidad en un punto es el logaritmo de la razén de la luz incidente sobre

el mismo y la luz transmitida a través del mismo.

DO = Log10(lo / 1)

Donde DO es la densidad 6ptica, lo es la intensidad de la luz incidente e | es la
intensidad de la luz transmitida.

Hay varios métodos estandarizados utilizados para encontrar la densidad de un
objeto, o un punto en una imagen. Los densitometros de escaneo controlan o conocen
los niveles de iluminacion, luego miden la luz transmitida a través de un objeto como un
negativo de una fotografia. Debido a que tanto la luz incidente como la luz transmitida

son cantidades conocidas, el dispositivo puede computar esta razén directamente.

3.3.2. Aspectos Teodricos y mecanismo de la cromatografia en capa fina.
El proceso cromatografico implica la distribucion diferencial de un soluto o

sustancia adsorbible entre dos fases, una de las cuales esta inmévil o estacionaria
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(adsorbente) y la otra movil (disolvente). En cierta forma, lo anterior corresponde al paso
sucesivo a contracorriente de un soluto entre numerosisimos embudos de separacion
unidos secuencialmente o como una serie de platos de destilacion que contienen el
disolvente. Asi la fase movil se pone en equilibrio con una porcién de la fase estacionaria
y luego fluye hacia la siguiente porcion estacionaria, donde vuelve a ponerse en equilibrio,
y a continuacion fluye hacia la tercera fase estacionaria y asi sucesivamente, alcanzando
el equilibrio de reparto en cada uno de ellos.

La velocidad del movimiento de un soluto depende de su solubilidad relativa en las
dos fases, lo cal resumio Nernst, en el llamado coeficiente de reparto K, que se define
como el cociente de la concentracion del soluto en una fase moévil A y su concentracion en

la fase estacionaria E, una vez alcanzado el equilibrio a una temperatura determinada.‘®

A lmovil)
E (estacionaria)

En la separacién cromatografica, el disolvente, el adsorbente y los componentes
de la mezcla que se esta separando o resolviendo, interactuan entre si y por ello
constituyen un sistema cromatogréafico. La interaccion de los elementos de este sistema
determina el grado de separacion que se consigue en las condiciones de trabajo. Los
estudios tedricos sobre la cromatografia no bastan para anticipar las condiciones 6ptimas

requeridas para una separacion especifica.

De hecho, es poco probable que se logre el equilibrio en algun punto del
adsorbente cromatografico, ya que la cromatografia opera bajo un flujo continuo. Pero
hay una porcion o longitud del adsorbente que la disolucion del soluto debe recorrer para
conseguir el mismo grado de separacién que en una etapa equilibrada, de ahi que se

hable del numero de platos experimentales.



20

Tanto en la cromatografia de adsorcidon, como en la de reparto, es muy importante
la relacion entra la velocidad de movimientos del soluto y la velocidad de movimiento del

disolvente de desarrollo, o sea la siguiente expresion:

Velocidad de movimiento del soluto

- Velocidad de movimiento del disolvente

Es claro que si el disolvente y el soluto empiezan a moverse al mismo tiempo, la
relacion anterior puede expresarse en términos de las distancias recorridas por cada

uno.®

Distanciarecorrida por el soluto

Distanciarecorrida por el disolvente

En la practica, la distancia recorrida por el soluto en un tiempo determinado se
mide desde el punto de aplicacién del soluto hasta el centro de su zona de distribucién, en
tanto que la distancia recorrida por el disolvente se mide desde el mismo origen hasta el
extremo de su maximo recorrido. EI movimiento del soluto a lo largo de la fase inmdvil

depende de factores muy diversos.®

La separacion cromatografica de mezclas depende de que tan compactas estén
las zonas formadas por cada soluto, asi como de la distancia que mantengan entre si
durante le desplazamiento. Con frecuencia, una separacion fracasa porque las zonas
tienden a superponerse en parte. Para evitar o atenuar esta superposicién conviene

conocer tres causas de su ocurrencia.

= La difusion ordinaria. Consiste en la migracion del soluto de regiones en que

esta muy concentrado a otras en donde su concentracion es menor.

= La difusién de Eddy. En los medios porosos, unas moléculas toman caminos
menos directos que otras, lo que, junto con la diferencia de flujo de disolvente en
unas y en otras partes favorece el traslape o su superposicion parcial de zonas.
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= El equilibrio incompleto. Por contacto incompleto de fases inmdéviles y moviles en

zonas localizadas.®

La eficacia de separacién del sistema de cromatografia en capa fina se manifiesta
en el ensanchamiento que experimenta la mancha aplicada de la sustancia a lo largo del

recorrido cromatografico.

Se describe por el nimero de platos tedricos, N, o la altura de plato H.

N = 15(%)

_ W
T 16x

Donde x expresa la distancia entre una mancha de sustancia y el punto de partida
y W el didmetro de la mancha. Para el recorrido de 10 cm, N alcanza valores de hasta

5000 en placas de cromatografia de capa fina de alta eficacia (HPTLC).®

Hay que distinguir la selectividad de la eficacia de separacion. Mientras la eficacia
de separacion hace referencia al ensanchamiento del pico, la selectividad expresa la

diferencia entre los Rfs de las sustancias separadas.

Para la aplicacion practica, lo decisivo es la calidad de la separacion, de dos sustancias
distintas en un sistema de cromatografia en capa fina dado (eluyente + fase estacionaria).
Esta depende tanto de la eficacia de separacién como de la selectividad del sistema de

separaciéon. El parametro correspondiente es la resolucion, Rs.

d

R, =

Asi W expresa el diametro de las manchas de dos sustancias 1y 2, y d es la

distancia entre los centros de las manchas. Es evidente que cuanto mayor es la distancia
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y menores los diametros medios de las manchas de las sustancias, mejor es la
resolucion. Cuando Y2 W, + %2 W, = d, entonces Rs = 1 y las sustancias estan “separadas

por linea base”, es decir, la respuesta cromatografica vuelve entre ellas a la linea base.®

Kaiser introdujo un parametro adicional de gran utilidad, el numero de separacion,
SN. Este parametro expresa el maximo numero de sustancias que un sistema de
cromatografia en capa fina puede separar idealmente de manera completa en un
determinado recorrido. En este caso ideal, todos los pares de sustancias vecinas estarian

separados con una resolucion 1.

La determinacion experimental de este parametro SN (Separation Number) es

realmente sencilla:

e Se cromatografia una mezcla de sustancias cuyos Rfs son distintos y se
encuentran distribuidas por todo el cromatograma.

e Con un densitdmetro se registra un densitograma y se representa en una escala
ampliada el ancho de la mancha, medida a la mitad de la altura de pico, frente al
recorrido respectivo Zf.

e Los puntos obtenidos se unen por una recta y se extrapolan los anchos de mancha
boy b1 a Zf = 0y Zf = 1 respectivamente.

e Se calcula SN (magnitud adimensional) segun la relacion simplificada:

Zf

SN= T

1

Donde Zf es el recorrido hasta el frente.®

3.3.2.1. ;Qué influye en la separacién de la muestra y de que manera?

a) La fase estacionaria (el adsorbente)
Las caracteristicas principales y los parametros de los adsorbentes se resumen en los

tres apartados siguientes:
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(1) Composicion quimica y estructura.

Los numerosos adsorbentes se clasifican basicamente en dos tipos: Fases polares
(hidrdéfilas), también llamadas fases normales. Fases apolares (lipdfilas), también
llamadas fase reversa. En medio se encuentran las fases medianamente polares, en su
mayoria se trata de adsorbentes modificados y sus propiedades se asemejan a las de la

fase normal o reversa dependiendo del eluyente.

Las fases polares se combinan en general con eluyentes no polares como
cloroformo/metanol. Por el contrario, las fases reversas se combinan con eluyentes con
alto contenido en agua, al cambiar la fase directa a fase reversa se invierte el orden de
elucion.®®

Los adsorbentes de mayor significacion practica son el gel de silice, el gel de silice
modificado, el 6xido de aluminio y la celulosa.

Cerca de un 90 % de las separaciones se realizan sobre gel de silice, un polvo
poroso y amorfo. Contiene en su superficie grupos Si-OH que pueden formar enlaces por

puente de hidrégeno entre ellos o con sustancias polares.

(2) Caracteristicas de grano y de poro.

La eficacia de separacion de un adsorbente esta determinada por su estructura
geométrica. También forman parte de ella el tamafio de particula y su distribuciéon. La
selectividad de un adsorbente depende, por el contrario, de la estructura quimica del
material.

En el diametro de particula, en principio se cumple que cuanto menores son las
particulas y cuanto mas estrecha es la distribucion de tamafos de grano tanto mejor es la
eficacia de separacién. Los diametros de particulas deberian ser ademas lo mas
uniformes posible (distribucién de tamafo de particula estrecha). El diametro de particula
de los geles de silice comerciales oscila entre los 5 y los 40 pym.

La superficie se expresa en m%g. A mayor superficie, mas intensas son las
interacciones entre muestra y fase estacionaria. El poder de adsorcién es mayor, es
decir, la retencion es mas fuerte.

El volumen de poro y su distribucién se expresa en mL/g (un valor tipico es 0.8 mL/g).
Una variable relacionada es el diametro de poro, expresado en nm (un valor tipico es 6

nm) .G1®
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(3) Parametro de capa

El espesor de las capas de separacién analiticas se situa tipicamente entre 100 y 250
pum, y el de las capas de cromatografia en capa fina de alta eficacia (HPTLC) alrededor de
los 200 ym. También influyen en las propiedades de las capas los aglomerantes

empleados, que aumentan su estabilidad y fijacion. ©®

3.3.3. Técnica general de la cromatografia en capa fina.

En la cromatografia en capa fina (CCF), se coloca la muestra por lo menos a 1 cm
del borde de la placa, es importante conocer el sitio en donde fue colocada la muestra
para calcular el Rf posteriormente.

La muestra colocada se deja secar un tiempo prudente dependiendo del solvente
en el que se encuentra para evitar coleos y superposicion de los analitos presentes en la
misma. El extremo de la placa mas proximo al sitio o punto donde se coloco la muestra,
se sumerge en un disolvente apropiado contenido en la camara adecuada. El origen, sitio
donde se coloco la muestra debe quedar por fuera de la superficie del disolvente.

El recipiente se tapa inmediatamente y se observa el movimiento ascendente del
frente del disolvente sobre la placa y las sustancias o componentes de la muestra que se

desplazan a diferentes velocidades.

En la cromatografia ascendente se saca la placa de la camara cuando el frente ha
recorrido la distancia deseada. Con un lapiz de grafito se marca la posicién alcanzada por
el frente del disolvente. Se deja secar la placa y se observa y registra la posicion de las
manchas observables con luz natural, después las que aparecen al examinar el papel con
luz ultravioleta y finalmente, las que se forman por la accion de agentes cromoégenos.
Cuando las mezclas son complejas, suele resultar insuficiente un sistema de disolventes
para separar todos sus componentes. En estos casos, conviene aplicar la cromatografia
bidimensional, desplazando la mezcla primero con un sistema disolvente y después con
otro sistema que se desplace en direccion perpendicular al primero, o que casi duplica el
camino recorrido por los componentes de la mezcla y, por entrar en juego dos sistemas
de disolventes de polaridad diferente, se favorece aun mas la separacion o resolucion de

los componentes.®



25

El movimiento diferencial de los solutos es consecuencia de la distribucion
selectiva entre la fase estacionaria, constituida por la silica gel o las sustancias adheridas
a ella, y el disolvente (fase movil), que puede ser totalmente organico o una solucién

orgénica saturada de agua u otras sustancia inorganicas.”®

Las placas cromatograficas deben cortarse cuidadosamente evitando que sufran

dano, descascaramiento o dobleces.

En toda la cromatografia, se intenta conseguir una buena resolucién o separacion
de los componentes de una mezcla y reproducibilidad de los valores de Rf. Es decir, que
no se superpongan las manchas de cada componente, que estas manchas sean o mas
compactas posible y que, con un control minimo, sean reproducibles las velocidades con

que se mueven las sustancias y el frente del disolvente.

Los disolventes constituyen el factor mas importante en la cromatografia en capa
fina. Su seleccion es critica, ya que los disolventes determinan la selectividad del sistema
cromatografico. Para escogerlos hay que considerar la naturaleza quimica de las
sustancias que se desean separar y la viscosidad y la polaridad del disolvente. Se ha
utilizado miles de sistemas de disolventes; sin embargo, la experiencia de numerosos
investigadores aconseja tabular los mas efectivos de acuerdo con su polaridad

creciente.”

Por lo general, los disolventes estan constituidos por dos fases, la organica y la
acuosa. La atmosfera de la camara cromatografica debe estar saturada de ambas fases.
Las separaciones logradas con estos sistemas se deben primordialmente a la separacion

selectiva de los solutos entre ambos liquidos.

3.3.3.1. Valores de relaciéon de frente (Rf) y distancia recorrida por sustancia
patréon (Rx).

En la cromatografia, el comportamiento migratorio de una sustancia se describe en
funcion de la relacion de frente (Rf). Es decir, el cociente de la distancia recorrida por la
mancha de la sustancia y la distancia recorrida, al mismo tiempo, por el disolvente. Si se
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considera la distancia recorrida por una sustancia patron x, los valores se denominan Rx.
La distancia de migracion del soluto se puede medir desde el punto de origen hasta el
centro geométrico de la mancha o punto de maximo ascenso de la mancha o a los limites
de la mancha principal o a los de su cola. Lo que importa es la constancia en la forma de

medir las distancias.

3.3.3.2. Reproducibilidad de los valores de relacién de frente (Rf).

Las condiciones experimentales influyen considerablemente en los valores de Rf,
por lo que, por si solos, no bastan para identificar inequivocamente a una sustancia.
Entre los factores que influyen en el valor de Rf estan: el envejecimiento y composicion
del disolvente; la naturaleza, humedad y tratamiento de la placa; el flujo de aire en la
camara; la temperatura, condiciones de equilibrio, cambio en la composicion del
disolvente al fluir sobre la placa; las dimensiones de la camara de desarrollo; las
impurezas de la muestra. Todas estas variables influyen muy poco en los valores de Rx y

en consecuencia estos son mas reproducibles.

Para incrementar la reproducibilidad de los Rf conviene:

e Mantener la camara de desarrollo a una temperatura practicamente constante,
cambios menores de +/- 5 °C.

e Preparar la fase movil cuando se va a utilizar mezclandola bien.

e Saturar la camara cromatografica un tiempo definido para que siempre sea igual
para ese procedimiento.

e Almacenar las placas cromatograficas adecuadamente, con baja humedad.

e Dejar que las manchas aplicadas en la placa sequen por un tiempo definido para
evitar las colas.

o Mantener la camara herméticamente cerrada durante el desarrollo cromatografico.

e Dejar secar la placa tiempo suficiente después de haber sido desarrollada.”

3.3.3.3. Artefactos y zonas anormales.

Idealmente, cada soluto debera localizarse como una mancha compacta redonda u
ovalada. En la practica después del desarrollo, se encuentran zonas con colas o
porciones difusas, aplanadas o con otras distorsiones. Hay compuestos que pueden dar

dos o0 mas manchas bien definidas (multiplicacion de zonas). Aunque las manchas
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formadas no tengan el tamano y forma ideal, el sistema cromatografico puede ser util si la
reproducibilidad proporciona la separacion deseada. Las manchas se deforman por
numerosas causas, con frecuencia desconocidas, si bien en muchos casos se sabe cémo
evitarlas. Por ejemplo, aplicando las muestras en disolucién lo mas diluida posible y
también que el flujo del disolvente sea constante.

Las colas pueden desaparecer si se disminuye la concentracion de la mancha, si
se modifica la fase estacionaria, también si se seca la mancha antes del desarrollo de la

placa.?

3.3.3.4. Composicion y preparacion de las placas cromatograficas.

El adsorbente se mezcla con un aglutinante, a menudo yeso; esta mezcla se
suspende en agua y se deposita sobre una placa de vidrio o sobre una superficie plana
rigida, metadlica o de un material plastico, por medio de un dispositivo embadurnador
apropiado. Al secarse, la suspension queda adherida a la placa de vidrio, bien
directamente o por efecto de un aglutinante, como una capa fina y rugosa de adsorbente
de un espesor de 0.1 a 2 mm. Esta capa puede utilizarse en cromatografia en forma
similar a una hoja de papel. Pero, ahora la separaciéon depende de las propiedades
adsorbentes de la capa, tal como si el adsorbente estuviera rellenando una columna. Por
esta razon, a la cromatografia en capa fina se le ha llamado a veces cromatografia en

columna abierta.®®

Ademas de los adsorbentes tradicionales, hay técnicas basadas en el empleo de
capas de cambiadores idnicos, geles de filtracion y solidos cubiertos de liquido.
Actualmente se utilizan estos materiales y sus combinaciones, junto con muchas
variedades de disolventes, en la separacion de todo tipo de compuestos. Lo anterior hace
de la cromatografia en capa fina un método analitico versatil, sensible en alto grado y

rapido para separar en forma bien definida compuestos estructuralmente parecidos.”

En la superficie de un adsorbente se encuentra un elevado numero de centros
activos en los que pueden adsorberse sustancias. La cantidad de sustancia adsorbida y
la estabilidad de la adsorcion dependen (siendo los demas factores constantes) de la
fuerza de con centros activos (energia superficial por unidad de superficie) y su numero
(superficie por unidad de peso). Cuanto mayores sean ambos parametros mayor es la
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actividad del adsorbente y por tanto adsorcidon-desorcion se desplaza hacia la adsorcion,

lo que en la practica significa recorridos mas cortos y Rfs menores.*®

3.3.3.5. Seleccion de sistemas de disolventes.

Dependiendo del adsorbente, de su actividad y de la clase de los compuestos
empleados como solutos, se pueden usar una gran variedad de disolventes: disolventes
puros de las series eluotrépicas, mezcla de disolventes y también disolventes totalmente

acuosos, totalmente organicos, acuoso organicos e iénicos.'?(11(12)

Si un disolvente puro no separa bien la mancha, se ensayan mezclas de disolventes
que contengan uno que la desplace mucho y otro que no la mueva. Al usar mezclas de
disolventes, conviene recordar que pequefias variaciones en composicion pueden

cambiar mucho los valores de Rf, asi como también la resolucion de la separacion.

Mezclas diversas de disolventes pueden originar iguales desplazamientos de una

misma mancha. A estas mezclas se les llama equieluotropicas.

La eleccion del eluyente también influye decisivamente en la separacion. El eluyente
disuelve del adsorbente las sustancias a separar, haciéndolas avanzar. Cuanto mas
eluyente se adsorbe sobre el adsorbente, mayor es el poder de elucion de éste. Si la
sustancia tiene mayor afinidad por el eluyente que por el adsorbente, se eluye mas

préxima al frente.

Se ha comprobado la utilidad de ordenar los eluyentes en una sucesion de poder de
elucién creciente. Esta “serie eluotropica” se corresponde esencialmente con la
ordenacion de los eluyentes segun su polaridad o su constante dieléctrica. Estrictamente

hablando, una serie eluotrépica es valida sélo para un adsorbente determinado.®

3.3.3.6. Métodos de desarrollo en cromatografia de capa fina.

El desarrollo unidimensional ascendente es el método mas sencillo en
cromatografia en capa fina y en consecuencia el mas usado. La fuerza gravitatoria limita
el ascenso de disolventes y manchas. Las placas se acomodan en camaras de vidrio de
fondo plano, en cuyas paredes se ha colocado un papel filtro empapado en el disolvente
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que cubre el fondo de la camara. Esto asegura buena y rapida saturacion de la camara
con el vapor del disolvente. EIl borde inferior de la placa se sumerge unos 5 a 10 mm en
el disolvente, sin que llegue a la linea de origen. Se ha comprobado que el angulo de
colocacion de la placa influye en la forma de las manchas y en la velocidad del

desarrollo.®

El interior de las camaras de pequefio volumen se satura rapidamente de los

vapores del disolvente, lo cual acelera la cromatografia y aumenta la resolucion.

Otros métodos de desarrollo son el desarrollo descendente, el desarrollo
horizontal, pero estos son poco utilizados en cromatografia en capa fina. EIl desarrollo
multiple, en el que la placa se desarrolla en una fase movil hasta una altura determinada,
luego se saca y seca, y se desarrolla en la misma mezcla de disolvente pero en distinta
proporcién hasta una altura mayor que la anterior y asi sucesivamente; de esta manera
se acrecienta la longitud de desarrollo. EIl desarrollo bidimensional (2 dimensiones)

también es muy utilizado.®

3.3.3.7 Localizacién de zonas. Identificacion y documentacion.

a) Localizacion

Luego del desarrollo se deben localizar las manchas en la placa mediante algun
mecanismo revelador si las manchas fueran incoloras, esto mediante la utilizacién de luz
ultravioleta 254 nm, un agente cromogeno, u otro método, actualmente existen equipos
especializados (scanner o densitometros) que permiten la localizacion de la mancha de
una manera automatizada, haciendo un barrido a diferentes longitudes de onda, mediante
la utilizacion de lamparas especificas, sobre la placa estudiada, dando por resultado la

localizacion exacta de la mancha.('¥(14

b) Identificacion
Las manchas se identifican comparando la migracién con la de un compuesto de
referencia, y mediante los densitometros se puede determinar la longitud de onda exacta

a la cual el analito tiene su pico de mayor absorbancia o fluorescencia. ¥
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c) Documentacion

Hay varias maneras de conservar las separaciones en cromatografia en capa fina.
Las manchas separadas pueden delinearse sobre la placa, puede guardarse un registro
fotografico y al mismo tiempo también debe guardarse el espectro que proporciona el

densitometro.

3.3.3.8. Aplicador utilizado en la cuantificacion de cotrimoxazol.
En el mercado existen distintas marcas de aplicadores, los cuales se acoplan a la técnica
de cromatografia en capa fina para que la aplicacion se lleve a cabo de una forma
sistematica y uniforme que permita una mejor cuantificacion al identificar la muestra. El

utilizado en esta investigacion es el Camag Linomat 5.

El Camag Linomat 5 es un dispositivo aplicador semiautomatico de muestra para
utilizar en el la cromatografia cualitativa, cuantitativa y preparativa. El Linomat 5 esta
controlado por un software recientemente disefiado “winCATS Planar Chromatography
Manager’. winCATS maneja, monitorea y reporta todos los parametros y pasos del
analisis de cromatografia en capa fina incluyendo la definicion del material de la placa, la
aplicacion de la muestra, derivatizacién, desarrollo y evaluacion. (CAMAG LINOMAT 5

Instruction Manual, 0.1-05-E, Manual, January 2005)."3

3.3.3.9. Densitémetro utilizado en la cuantificacion de cotrimoxazol.

En el mercado existen distintas marcas de densitdmetros, los cuales se acoplan a
la técnica de cromatografia en capa fina para la identificacion de las muestras aplicadas.
El utilizado en esta investigacion es el Camag TLC Scanner 3.

El Camag TLC Scanner 3 esta disefiado para mediciones densitométricas en
cromatografia en capa fina y otros objetos hasta un tamafio de 200 x 200 mm.

El scanner por el mismo realiza la medicién densitométrica; los datos obtenidos
son procesados por la computadora conectada corriendo el programa de Camag TLC
Evaluations software (CATS).

El Scanner fue fabricado para asegurar la conformidad con BPL (Buenas practicas
de laboratorio). (CAMAG TLC SCANNER 3, Instruction Manual, 0.1-0.7-E, Manual,
Septiembre 2000-AG / January 2007). (*?
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3.3.4. Aplicacién de la técnica de Cromatografia Liquida de Alta Precision (HPLC)

La cromatografia liquida de alta precision, resolucion o eficacia, o high
performance liquid chromatography (HPLC) es un tipo de cromatografia en columna
utilizada frecuentemente en quimica analitica en general y considerada fundamental en el
analisis de principios activos de medicamentos. También se la denomina a veces
cromatografia liquida de alta presion o High pressure liquid chromatography (HPLC),
aunque esta terminologia se considera antigua y esta en desuso. La HPLC es una técnica
utilizada para separar los componentes de una mezcla basandose en diferentes tipos de
interacciones quimicas entre las substancias analizadas y la columna cromatografica tal y
como lo indican los fundamentos de separacion cromatografica presentados hasta este

momento en secciones previas de esta investigacion.

El fundamento que rige esta técnica es aquel en el cual el compuesto pasa por la
columna cromatografica a través de la fase estacionaria (normalmente, un cilindro con
pequenas particulas redondeadas con ciertas caracteristicas quimicas en su superficie)
mediante el bombeo de liquido (fase movil) a alta presion a través de la columna. La
muestra a analizar es introducida en pequenas cantidades y sus componentes se retrasan
diferencialmente dependiendo de las interacciones quimicas o fisicas con la fase
estacionaria a medida que adelantan por la columna. El grado de retencién de los
componentes de la muestra depende de la naturaleza del compuesto, de la composicion
de la fase estacionaria y de la fase movil. El tiempo que tarda un compuesto en ser eluido
de la columna se denomina tiempo de retencién y se considera una propiedad
identificativa caracteristica de un compuesto en una determinada fase movil y
estacionaria. La utilizacién de presion en este tipo de cromatografias incrementa la
velocidad lineal de los compuestos dentro la columna y reduce asi su difusion dentro de la
columna mejorando la resolucién de la cromatografia. Los disolventes mas utilizados son
el agua, el metanol y el acetonitrilo. EI agua puede contener tampones, sales, o
compuestos como el acido trifluoroacético, que ayudan a la separacion de los

compuestos.

Una mejora introducida a la técnica de HPLC descrita es la variacion en la
composicion de la fase movil durante el analisis, conocida como elucién en gradiente. Un

gradiente normal en una cromatografia de fase reversa puede empezar a un 5% de
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acetonitrilo y progresar de forma lineal hasta un 50% en 25 minutos. El gradiente utilizado
varia en funcién de la hidrofobicidad del compuesto. El gradiente separa los componentes
de la muestra como una funcion de la afinidad del compuesto por la fase movil utilizada
respecto a la afinidad por la fase estacionaria. En el ejemplo, utilizando un gradiente
agua/acetonitrilo los compuestos mas hidrofilicos eluirdan a mayor concentraciéon de agua,
mientras que los compuestos mas hidrofébicos eluiran a concentraciones elevadas de
acetonitrilo. A menudo, hace falta realizar una serie de pruebas previas con tal de

optimizar el gradiente de forma que permita una buena separacién de los compuestos.
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IV. Justificacion

La cromatografia en capa fina es de las primeras técnicas utilizadas para la labor
quimica de identificacion y cuantificacion de sustancias, aun frente a los recientes y
rapidos avances de la cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC). Sin embargo, no
es una técnica que deba dejarse a un lado sobre todo por las ventajas que la misma
presenta. Es una técnica relativamente sencilla que puede ser acoplada a equipos de
analisis quimico instrumental, el consumo de muestra es bajo, necesita poca purificaciéon
de la muestra, utiliza pequefas cantidades de solventes en comparacion con otras
técnicas similares, y por lo tanto genera menos desechos contaminantes que representan
un riesgo ambiental significativo. Debido a los avances tecnolégicos existen equipos que
permiten que la cromatografia en capa fina sea hoy en dia, una técnica mas

automatizada, proporcionandole mayor exactitud y precision.

La separacion, identificacion y cuantificacion de 5-[(3,4,5-trimetoxi-fenil)metil]-2,4-
pirimidindiamina  (trimetoprim) y 4-amino-N-(5-metil-3-isoxazol) bencensulfonamida
(sulfametoxazol) del cotrimoxazol en tabletas y suspensiones se encuentra descrita en la
Farmacopea de los Estados Unidos (USP) y se lleva a cabo por cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC), dado que es la técnica que en los ultimos afios ha avanzado mas
rapido en instrumentacion y por tanto, en estandarizacion de metodologias. Y dado que
dicha farmacopea es usualmente la primera referencia para metodologias utilizadas en el
analisis de estos compuestos, es la técnica de aplicacién mas extendida. La Farmacopea
Internacional, la USP y la Farmacopea Japonesa también proponen como alternativa la
cromatografia en capa fina preparativa, sin embargo esta técnica se utiliza con fines de
identificacion cualitativa y hasta cierto punto semicuantitativa. Esto ultimo dado que
Unicamente se utiliza para verificar si los principios activos se encuentran en un rango de

concentraciones en la presentacion farmacéutica.

La investigacion efectuada constituye el desarrollo de una técnica instrumental
alternativa que supera a la variante preparativa en cuanto a que no es Unicamente para
identificacion, sino que se logra determinar la concentracion de manera eficaz de los
compuestos 5-[(3,4,5-trimetoxi-fenil)metil]-2,4-pirimidindiamina (trimetoprim) y 4-Amino-N-
(5-metil-3-isoxazol)bencensulfonamida (sulfametoxazol) del cotrimoxazol en

concentraciones variables que dependen de la presentacion, uso y forma farmacéutica
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del medicamento en particular que se esta analizando. Por otra parte la deteccion es
altamente sensible, debido a la aplicacion de la técnica densitométrica.

Por otra parte, la técnica desarrollada tiene varias ventajas sobre la técnica de
HPLC ya que se puede apreciar la separacion cromatografica completa pudiendo
observar al mismo tiempo la relacién de componentes y la formacién de colas o manchas
arrastradas que se conocen como “coleo”. Ademas, la técnica permite evitar la
contaminacién por muestras anteriores ya que el sistema de separacion se utiliza una
Unica vez, sin incrementar los costos significativamente utilizando pre-columnas o
complicando el procedimiento como lo supone el reacondicionamiento de la columna o el
cambio de la misma. Y la optimizacion de la metodologia de separacién para los
compuestos en particular se efectia de forma rapida y econémica, factor de mucho peso
cuando se optimizan metodologias en HPLC donde la fase estacionaria representa un

obstaculo econémico sobre todo.

Un factor, que en el caso de la cuantificacién de trimetoprim y del sulfametoxazol
del cotrimoxazol en tabletas y suspensiones resulta util, es la posibilidad de separar el
mayor numero posible de muestras simultdneamente; ahorrando tiempo y costo. Ademas
de eluir a la vez las sustancias estandar bajo condiciones idénticas.

Considerando ademas, que las determinaciones de trimetoprim y del
sulfametoxazol del cotrimoxazol en tabletas y suspensiones se llevan a cabo con alta
frecuencia en laboratorios de analisis de medicamentos, dado que las variadas
presentaciones farmacéuticas constituyen sustancias antibacterianas de amplio espectro,
se propone una técnica analitica alternativa viable con gran potencial y que es poco
utilizada en la region Centroamericana. Por tanto, el desarrollo de la misma en

Guatemala es de gran importancia.

Por tanto, considerando el uso extendido que tiene la técnica de HPLC como ya se
sefalod y considerando las ventajas que representa la técnica de capa fina; se evaluaron
los resultados de ambas técnicas y en funcion de la media de las diferencias de estos, se
establecid que la técnica en capa fina es adecuada para separar y cuantificar los
compuestos 5-[(3,4,5-trimetoxi-fenil)metil]-2,4-pirimidindiamina (trimetoprim) y 4-Amino-N-
(5-metil-3-isoxazol)bencensulfonamida (sulfametoxazol) del cotrimoxazol en tabletas y

suspension.
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V. Objetivos
5.1. Objetivo General
4.1.1. Separar y cuantificar los compuestos 5-[(3,4,5-trimetoxi-fenil)metil]-2,4-
pirimidindiamina (trimetoprim) y 4-Amino-N-(5-metil-3-
isoxazol)bencensulfonamida (sulfametoxazol) del cotrimoxazol en tabletas y

suspension.

5.2. Objetivos Especificos
5.2.1. Aplicar la técnica de cromatografia en capa fina para separar los
compuestos 5-[(3,4,5-trimetoxi-fenil)metil]-2,4- pirimidindiamina (trimetoprim) y
4-Amino-N-(5-metil-3-isoxazol)bencen sulfonamida (sulfametoxazol) del
cotrimoxazol en tabletas y suspensiones.
5.2.2. Identificar los  compuestos  5-[(3,4,5-trimetoxi-fenil)metil]-2,4-
pirimidindiamina (trimetoprim) y 4-Amino-N-(5-metil-3-isoxazol)
bencensulfonamida (sulfametoxazol) del cotrimoxazol en tabletas vy
suspensiones, empleando estandares de pureza certificada para el proceso de
comparacion de las relaciones de flujo (Rf).
5.2.3. Seleccionar el mejor sistema de solventes para la fase movil de tal
manera que se obtenga la separacion de los compuestos de manera selectiva
y eficaz, sin porciones difusas ni distorsiones del analito en la fase
estacionaria.
5.2.4. Cuantificar utilizando las técnicas de densitometria UV y HPLC, los
compuestos 5-[(3,4,5-trimetoxi-fenil)metil]-2,4-pirimidindiamina (trimetoprim) y
4-amino-N-(5-metil-3-isoxazol)  bencensulfonamida  (sulfametoxazol) del
cotrimoxazol en tabletas y suspensiones.
5.2.5. Comparar la media de las diferencias de los resultados obtenidos por
medio de cromatografia de capa fina y cromatografia liquida de alta resolucion,
para establecer si la técnica en capa fina es adecuada para la separacion y
cuantificacion de los compuestos  5-[(3,4,5-trimetoxi-fenil)metil]-2,4-
pirimidindiamina (trimetoprim) y 4-amino-N-(5-metil-3-isoxazol)
bencensulfonamida (sulfametoxazol) del cotrimoxazol en tabletas vy

suspensiones.
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VL. Hipotesis

6.1. La media de las diferencias de los resultados obtenidos por medio de
cromatografia de capa fina y por medio de cromatografia liquida de alta resolucion
es igual a cero al aplicar la prueba de t de Student pareada con un intervalo de

confianza del 95%.
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VIl. Materiales y métodos
7.1. Universo
Productos farmacéuticos en tabletas y suspension de cotrimoxazol ingresadas al

Laboratorio de Andlisis y Servicios, S.A. (Laser).

7.2. Muestra
Muestras que contienen cotrimoxazol para cuantificacion ingresadas al
Laboratorio de Analisis y Servicios, S.A. (Laser) ingresadas en el periodo comprendido

entre enero y mayo de 2009. Siendo el total de muestras ingresadas en ese periodo de
19.

7.3. Materiales
7.3.1. Equipo
= Aplicador de muestras Linomat 5 Camag
= Densitometro TLC Scanner 3 Camag
= Balanza analitica Sartorius TE214S
= Bafo ultrasonico Branson 1510
= Pipeta automatica 5 mL Thermo Finnpiette
= Pipeta automatica 10 pL Brand Transferpette S
= Estufa con agitacion CORNING

7.3.2. Reactivos
= Estandar de trimetoprim
» Estandar de sulfametoxazol
= Cloroformo (grado analitico)
= Metanol (grado analitico)
= Agua desmineralizada
= Nitrégeno gaseoso al 99.95 %

= Placas cromatograficas TLC silica gel 60 Fos4

7.3.3. Cristaleria
= Camara cromatografica de 20 x 10 cm
= Camara cromatografica de 10 x 10 cm
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= Camaras cromatografica de 5 x 5 cm

= Balones volumétricos de 25 mL

» Puntas para pipeta automatica 5 mL

» Puntas para pipeta automatica de 10 pL
= Mortero

= Pistilo

= Embudos plasticos

= Beakers de 50 mL

= Jeringa de 100 uL

= Espatula

7.4. Método

7.4.1. Diseno de la investigacion

Investigacién aplicada segun su propdsito y descriptiva segun su nivel de explicacion,
en la cual se determind si la técnica de cromatografia en capa fina es pertinente para la
separacion, identificacion y cuantificacion de los compuestos 5-[(3,4,5-trimetoxi-
fenil)metil]-2,4-  pirimidindiamina  (trimetoprim) y  4-Amino-N-(5-metil-3-isoxazol)

bencensulfonamida (sulfametoxazol) del cotrimoxazol en tabletas y suspensiones.
7.4.2. Recopilacion de informacién previa
Se recopilé informacion obtenida de estudios descriptivos previos en los cuales a
través de técnicas analiticas instrumentales se realizaron determinaciones de
cotrimoxazol.
7.4.3. Muestreo
Se tomaron las muestras que contienen cotrimoxazol para cuantificacion

ingresadas al Laboratorio de Analisis y Servicios, S.A. (Laser) ingresadas en el periodo

comprendido entre enero y mayo de 2009, que en total suman 19 muestras.
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7.4.4. Procedimiento para aplicacion de la técnica de cromatografia en capa

fina

7.4.4.1. Preparacion de estandares

a) Trimetoprim 4.0 mg/mL

Pesar 0.1 g de estandar de trimetoprim
Aforar en un balén de 25 mL con metanol

Sonicar durante 5 minutos

b) Sulfametoxazol 4.0 mg/mL

Pesar 0.1 g de estandar de sulfametoxazol
Aforar en un balon de 25 mL con metanol

Sonicar durante 5 minutos

7.4.4.2. Preparacion de muestras
a) Tabletas

Pesar 10 tabletas para masa promedio

Pulverizar 5 tabletas

Pesar la masa equivalente que contenga 100 miligramos de trimetoprim
Aforar en un balén de 25 mL con metanol

Sonicar durante 5 minutos

Pesar las masa equivalente que contenga 100 miligramos de sulfametoxazol
Aforar en un balén de 25 mL con metanol

Sonicar durante 5 minutos

b) Suspensiones

Agitar fuertemente la muestra para homogenizarla

Medir el volumen equivalente que contenga 100 miligramos de trimetoprim
Aforar en un balén de 25 mL con metanol

Sonicar durante 5 minutos

Medir el volumen equivalente que contenga 100 miligramos de sulfametoxazol

Aforar en un balén de 25 mL con metanol
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= Sonicar durante 5 minutos

7.4.4.3. Aplicacion de estandares y muestras
= Aplicar 2 pL de estandares a 1 cm del borde inferior de la placa cromatografica.

» Aplicar 2 uL de muestras a 1 cm del borde inferior de la placa cromatografica.

7.4.4.4. Desarrollo de la cromatoplaca

= Colocar papel filtro dentro de la camara cromatografica

Medir y colocar en la camara cromatografica 4.6 mL de cloroformo, 0.38 mL de
metanol y 0.025 mL de agua.

» Mezclar y dejar saturar la camara cromatografica durante 10 minutos.

Colocar la placa cromatografica dentro de la camara y dejar correr 6 cm.

Retirar la placa de la camara cromatografica

= Dejar secar la placa durante 10 minutos.

7.4.4.5. Cuantificacion de estandares y muestras
= Introducir la cromatoplaca en el densitometro
= Escanear la cromatoplaca a 285 nanémetros utilizando la lampara de deuterio.

= Determinar la concentracién de estandares y muestras

7.4.5. Procedimiento para aplicacion de la técnica de HPLC

7.4.5.1. Preparacion de la fase movil

= Mezclar 1400 mL de agua, 400 mL de acetonitrilo y 2.0 mL de trietilamina en un
matraz volumétrico de 2000 mL.

= Dejar que se equilibre a temperatura ambiente y ajustar con hidréxido de sodio
0.2 N o diluir acido acético glacial (1 en 100 ) a un pH de 5.9 +/- 0.1.

= Diluir a volumen con agua vy filtrar a través de una membrana de 0.45 um,

haciendo ajustes si fuera necesario.
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7.4.5.2. Preparacion de estandar

Disolver en metanol cantidades de trimetoprim y de sulfametoxazol pesadas con
exactitud y diluir cuantitativamente con metanol para obtener una solucién que
contenga, en cada mL, aproximadamente 0.32 mg y 0.32J mg, respectivamente,
siendo J el cociente de la cantidad declarada, en mg de sulfametoxazol entre la
cantidad declarada, en mg, de trimetoprim en la forma farmacéutica.

Transferir 5.0 mL de esta solucién a un matraz volumétrico de 50 mL, diluir a
volumen con fase movil y mezclar para obtener una preparacion estandar con
una concentracion conocida de aproximadamente 0.032 mg de trimetoprim por

mL y de 0.032J mg de sulfametoxazol por mL.

7.4.5.3. Preparacion de valoracion de suspension

Transferir un volumen de suspension oral medido con exactitud, que equivalga
aproximadamente a 80 mg de sulfametoxazol, a un matraz volumétrico de 50 mL
con ayuda de aproximadamente 30 mL de metanol.

Someter la mezcla a ultrasonido durante aproximadamente 10 minutos, agitando
ocasionalmente.

Dejar que se equilibre a temperatura ambiente, diluir a volumen con metanol,
mezclar y centrifugar.

Transferir 5.0 mL del sobrenadante a un segundo matraz volumétrico de 50 mL,

diluir a volumen con fase maovil, mezclar y filtrar.

7.4.5.4. Sistema cromatografico

Equipar un cromatégrafo de liquidos con un detector a 254 nm y una columna de
3.9 mm x 30 cm rellena con material adecuado para la separacion (columna 100
RP-18 de fase reversa para separacion por adsorcion). Utilizando la fase movil
descrita en 7.4.5.1., la velocidad de flujo debe ser aproximadamente 2 mL por
minuto. Inyectar la preparacion estandar y registrar el cromatograma; los
tiempos de retencion relativos son de aproximadamente 1.0 para trimetoprim y
1.8 para sulfametoxazol, la resolucion, R, entre sulfametoxazol y trimetoprim no
es menor de 5.0; el factor de asimetria para los picos de trimetoprim y
sulfametoxazol no es mayor de 2.0; la desviacién estandar relativa para

inyecciones repetidas no es mas de 2.0%.
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7.4.5.5. Procedimiento

= |nyectar por separado volumenes iguales (aproximadamente 20 uL) de la
preparacion estandar y de la preparacion de valoracion en el cromatografo,
registrar los cromatogramas y medir las respuestas correspondientes a los picos
principales.

= Calcular las cantidades, en mg, de trimetoprim y de sulfametoxazol en cada mL

de la suspension oral tomada, por la formula:

(500 C / V)( 1,/ 1s)

En donde C es la concentracion, en mg por mL, del estandar de referencia
apropiado en la preparacion estandar; V es el volumen, en mL, de la suspension
oral tomada; yr,y rs son las respuestas de los picos del analito correspondiente
obtenidos a partir de la preparacion de valoracion y de la preparacion estandar

respectivamente.

7.4.5.6. Preparacion de valoracion tabletas

= Pesar y reducir a polvo fino no menos de 20 tabletas. Transferir a un matraz
volumétrico de 100 mL una porcion del polvo pesada con exactitud, que
equivalga aproximadamente a 160 mg de sulfametoxazol.

= Agregar aproximadamente 50 mL de metanol y someter a ultrasonido, con
agitacion intermitente, durante 5 minutos.

= Dejar que se equilibre a temperatura a temperatura ambiente, diluir a volumen
con metanol, mezclar y filtrar.

= Transferir 5.0 mL de filtrado transparente a un matraz volumétrico de 50 mL,

diluir a volumen con fase moévil y mezclar.

7.4.5.7. Procedimiento

= |nyectar por separado en el cromatégrafo volumenes iguales (aproximadamente
20 pL) de la preparacién estandar y de la preparacién de valoracion, registrar los
cromatogramas y medir las respuestas de los picos principales.
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= Calcular las cantidades, en mg, de trimetoprim y sulfametoxazol en la porcion de

tabletas tomada, por la formula:

1000 C(ry / rs)
En donde C es la concentracion, en mg por mL, del estandar de
referencia apropiado en la preparacion estandar; yr, y rs son las respuestas del
analito correspondiente obtenidas de la preparacién de valoracién y de la

preparaciéon estandar, respectivamente.

7.5. Andlisis Estadistico
El analisis estadistico de los resultados se realizé aplicando una prueba de t de
Student pareada, se comparé el resultado cuantitativo de las muestras trabajadas por
cromatografia de capa fina y las mismas muestras trabajadas por cromatografia de alta
resolucion, a partir de muestras ingresadas al Laboratorio de Andlisis y Servicios, S.A. en

el periodo, siendo Ma el tamafio de la primera muestra y "z el de la segunda, la cantidad:

. Fg —Fa) — up — pa)

5\1!‘{1'1_4 + 1!‘{1'13

(donde Ve Va son las medias muestrales, kr la las correspondientes medias

poblacionales, ¥ la desviacion tipica muestral conjunta), se distribuye como una t de
Student con Ma+Mg-2 grados de libertad, proporcionando una referencia probabilistica
con la cual juzgar si el valor observado de diferencia de medias nos permitiria mantener la
hipotesis planteada, que era habitualmente la hipétesis de igualdad de las medias, o lo
gue es lo mismo nos permitiria verificar si era razonable admitir que 4z —ka =0 alaluz

de los datos obtenidos en el analisis.

Para cada una de las muestras evaluadas, segun la 29va edicién de la Farmacopea
de los Estados Unidos (USP, por sus siglas en inglés), la variacion permitida para el
trimetoprim y el sulfametoxazol en las presentaciones de tabletas y suspensiones entre el
valor reportado y el valor obtenido como respuesta analitica debe estar comprendido del
90% al 110%.
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Trimetoprim + Sulfametoxazol en diferentes fases moéviles

Masa Longitud
Estandar estandar | Solvente [ Anexo| Fase moévil | de Onda | Observaciones
(9) (nm)
Separacion y
Cloroformo- corrimiento
Trimetoprim 0.1004 metanol y metanol-agua 285 adecuado,
Sulfametoxazol | 0.1010 4.6-0.38- mancha no
0.025 mL presenta cola ni
es amorfa
Poca
separaciéon de
Etanol-agua- picos, manchas
Trimetoprim 0.1004 metanol > hidroxido de 285 corren con
Sulfametoxazol | 0.1010 amonio 4.25- solvente hasta
0.55-0.2 mL el frente
presenta colay
es amorfa
Benceno- Poca
Trimetoprim 0.1004 acetato de separacion de
Sulfametoxazol| 0.1010 metanol 3 etilo 285 picos, poco
4.75-0.25 mL corrimiento
Separacion
Isopropanol- adecuada,
Trimetoprim 0.1004 agua- corrimiento
Sulfametoxazol| 0.1010 metanol 4 cloroformo 285 adecuado,
5-2-1mL manchas
amorfas
Separacion
adecuada,
. . Cloroformo- corrimiento
Trimetoprim 0.1004 adecuado,
Sulfametoxazol| 0.1010 metanol 5 stanol 285 manchas
3-2 mL
amorfas
presencia de
colas
Separaciéon
adecuada,
Butanol-agua- corrimiento
Trimetoprim 0.1004 metanol 6 hidréxido de 285 adecuado,
Sulfametoxazol| 0.1010 amonio 3.25- manchas
1.10-0.65 mL amorfas
presencia de
colas

Fuente: resultados experimentales




Fase movil: cloroformo — metanol — agua (4.6 - 0.38 — 0.025 mL)
Longitud de onda de lectura: 285 nm

Tabla Il

Resultados para el trimetoprim
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Diferencia % de % de

mg mg mg . . \ .

Muestra |, . M9 trimetoprim | trimetoprim | trimetoprim trimetoprim | trimetoprim
trimetoprim . . . enla enla
No. teoricos obtenidos obtenidos obtenidos muestra muestra
por CCF por HPLC por CCFy . ,

HPLC segun CCF | segun HPLC
1 40.00 39.61 37.14 2.47 99.03 92.86
2 160.00 159.49 153.85 5.64 99.68 96.16
3 40.00 39.20 37.24 1.96 98.01 93.11
4 40.00 39.06 36.93 2.13 97.66 92.33
5 160.00 157.47 163.35 -5.88 98.42 102.09
6 40.00 38.28 36.33 1.95 95.71 90.83
7 40.00 39.76 42.00 -2.24 99.40 105.00
8 40.00 37.05 40.49 -3.44 92.62 101.22
9 40.00 39.64 38.06 1.58 99.10 95.15
10 40.00 39.74 42.74 -3.00 99.35 106.85
11 160.00 146.97 157.62 -10.65 91.86 98.51
12 40.00 37.02 40.89 -3.87 92.54 102.22
13 40.00 37.56 39.85 -2.29 93.90 99.63
14 80.00 47.71 42.07 5.64 59.64 52.59
15 40.00 40.20 36.53 3.67 100.50 91.32
16 40.00 38.99 37.12 1.87 97.47 92.79
17 40.00 37.54 43.19 -5.65 93.85 107.97
18 40.00 38.15 36.04 2.11 95.38 90.11
19 40.00 37.59 4213 -4.54 93.97 105.32

Fuente: resultados experimentales
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Resultados estadisticos para trimetoprim

Grupo mg trimetoprim obtenidos mg trimetoprim obtenidos

por HPLC por CCF
Media 57.4226 58.0826
Desviacion estandar | 43.3695 44.6647
Error estandar de la 9.9496 10.2468
media
Nuamero de datos 19 19

Fuente: resultados experimentales
Tabla IV
Resultados t Student pareada para trimetoprim

Probabilidad 0.5189
Media de mg de trimetoprim obtenidos -0.6600

por HPLC menos mg trimetoprim
obtenidos por CCF

Intervalo de confianza 95 % para la

de -2.7675 a 1.4475

media

t Student 0.6579
Grados de Libertad 18
Error estandar de la diferencia 1.003

Fuente: resultados experimentales




TablaV

Resultados para el sulfametoxazol

Fase movil: cloroformo — metanol — agua (4.6 - 0.38 — 0.025 mL)
Longitud de onda de lectura: 285 nm
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mg mg mg Diferencia mg % de % de

Muestra sulfametoxazol sulfam_etoxazol sulfam_etoxazol sulfam_etoxazol sulfametoxazol | sulfametoxazol
No. teoricos obtenidos por | obtenidos por | obtenidos por | enla muestra en Ia’muestra

CCF HPLC CCF yHPLC segun CCF segun HPLC
1 200.00 199.72 196.72 3.00 99.86 98.36
2 800.00 795.78 801.41 -5.63 99.47 100.18
3 200.00 197.58 188.84 8.74 98.79 94.42
4 200.00 194.87 196.37 -1.50 97.44 98.19
5 800.00 795.76 799.01 -3.25 9947 99.88
6 200.00 191.13 188.13 3.00 95.56 94.06
7 200.00 205.59 206.18 -0.59 102.80 103.09
8 200.00 182.08 188.63 -6.55 91.04 94.32
9 200.00 203.55 195.21 8.34 101.78 97.61
10 200.00 202.60 199.73 2.87 101.30 99.87
11 800.00 737.30 742.47 -5.17 92.16 92.81
12 200.00 183.86 187.19 -3.33 91.93 93.59
13 200.00 183.02 190.24 -7.22 91.51 95.12
14 400.00 246.60 247.11 -0.51 61.65 61.78
15 200.00 202.26 197.41 4.85 101.13 98.71
16 200.00 197.09 196.73 0.36 98.55 98.37
17 200.00 182.74 185.88 -3.14 91.37 92.94
18 200.00 186.73 189.84 -3.11 93.36 94.92
19 200.00 195.00 202.36 -7.36 97.50 101.18

Fuente: resultados experimentales
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Tabla VI

Resultados estadisticos para sulfametoxazol

Grupo mg sulfametoxazol mg sulfametoxazol
obtenidos por HPLC obtenidos por CCF

Media 288.5926 289.4453
Desviacion 217.7111 219.3496
estandar
Error estandar de la | 49.9464 50.3222
media
Numero de datos 19 19

Fuente: resultados experimentales

Tabla VI

Resultados t Student pareada para sulfametoxazol

Probabilidad 0.4548

Media de mg de sulfametoxazol -0.8526
obtenidos por HPLC menos mg
sulfamtoxazol obtenidos por CCF

95 % de intervalo de confianza de la de -3.2185 a 1.5132
diferencia anterior

t Student 0.7572
Grados de libertad 18

Error estandar de la diferencia 1.126

Fuente: resultados experimentales
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IX. Discusion de resultados

Como se observa en la tabla | se prepar6 una solucién de trimetoprim y
sulfametoxazol en metanol, la cual se corri6 en varias fases moéviles, para lograr una
separacion adecuada de ambos ingredientes, un Rf apropiado; siendo importante que las
manchas no presenten colas ni sean amorfas para una mejor cuantificaciéon por parte del
escaner. Algunas de las fases moviles seleccionadas para el corrimiento de las muestras
fueron recomendadas por la bibliografia y otras fueron seleccionadas debido a su

caracteristica quimica de polaridad.

Otra razon importante del corrimiento de los ingredientes en distintas fases méviles
fue la verificacion del maximo de longitud de onda a la que debia leerse cada ingrediente,
en este caso el maximo de longitud de onda determinado tanto para el trimetoprim como

para el sulfametoxazol fue de 285 nm, en las distintas fases moviles utilizadas.

Un Rf apropiado segun lo observado debe llevar la mancha del ingrediente
aproximadamente a la mitad del trayecto o dicho de otro modo a la mitad de la placa
cromatografica del tamafio a utilizar, la razén de esta disposicion es debido a que el Rf de
la mancha cambiara de manera considerable segun las condiciones ambientales del dia
de trabajo, temperatura y humedad; entonces si el Rf del analito es pequefio, es decir se
encuentra cerca al punto de aplicacion de la muestra, ciertas condiciones ambientales
(humedad relativa y temperatura altas) favoreceran a que el ingrediente no se separe de
su punto de aplicacién, también cuando la mancha se desplace muy cerca del frente del
solvente las condiciones ambientales (humedad relativa y temperatura bajas) pueden
favorecer que la mancha se desplace hasta el frente del solvente. Para ambas
situaciones la cuantificacion se vera afectada, de ahi que se prefieran Rfs con valores

aproximados a la mitad del recorrido del solvente.

Del parrafo anterior podemos deducir que el Rf de un ingrediente no es de ninguna
manera confiable para la identificacion del mismo, sino que en la cromatografia de capa
fina debe correrse siempre un estandar del ingrediente en la misma placa cromatografica

que permita su inequivoca identificacion.



50

Por tanto de la Tabla | de resultados se pudo establecer que las condiciones
Optimas para llevar a cabo la cromatografia en capa fina son para la mezcla de fase movil:

cloroformo-metanol-agua en cantidades de 4.6-0.38-0.025 mL respectivamente.

La hipétesis planteada para este estudio fue que la media de las diferencias de los
resultados obtenidos por medio de cromatografia de capa fina y por medio de
cromatografia liquida de alta resolucion es igual a cero al aplicar la prueba de t de Student
pareada con un intervalo de confianza del 95%. Se planteé una prueba pareada dado
que uno de los supuestos sobre el que habitualmente se fundamentan las pruebas
estadisticas de comparacion de grupos es que las observaciones pertenecientes a cada
una de las muestras son independientes entre si, es decir, que no guardan relacién. Esto
dado que se asume es ese uno de los objetivos de la aleatorizacién. Sin embargo, en
este estudio en particular, existe una falta de independencia entre las observaciones de
los grupos dado que los valores de mg de cada principio activo en las distintas muestras
es tedricamente uno que solo ese par comparte y por tanto es una caracteristica de
disefio del estudio por lo que la prueba pareada da una mayor eficiencia al contraste
estadistico al disminuir la variabilidad. Ademas con este tipo de disefo pareado lo que se
dio es una mayor validez a las inferencias obtenidas, controlando y eliminando la
influencia de variables extrafias cuyo efecto ya es conocido como la diferencia de
cantidad de solventes, cantidad de muestra, condiciones ambientales y que se desea que
no intervengan en el estudio al enmascarar los resultados al aplicar la cromatografia en

capa fina o la cromatografia liquida de alta resolucién.

Como se observa en la tabla Ill y en la tabla VI si se comparan los resultados
cuantitativos en los dos grupos de datos obtenidos de la cromatografia liquida de alta
resolucion y de la cromatografia en capa fina, a partir de muestras extraidas de forma
aleatoria de una poblacidn normal, como lo son las muestras que ingresan al laboratorio;
los valores observados de diferencia de medias permite mantener la hipotesis planteada,
la hipoétesis de igualdad de las medias, o lo que es lo mismo permite verificar que es
razonable admitir que la diferencia entre las medias poblacionales correspondientes es
igual a 0, con 36 grados de libertad. Esto puede comprobarse a través de la aplicaciéon de
una prueba no pareada, pero no es este el objetivo del estudio.
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Si se observan las tablas IV y VII , al ser la probabilidad muy préxima a 0.5 en
ambos casos, se aprecia que hay razones para rechazar la hipétesis de que no existe
diferencia entre la cuantificacién de los ingredientes trimetoprim y sulfametoxazol por
cromatografia en capa fina y cromatografia liquida de alta resolucién. Los valores de

probabilidad indican que estos dos grupos podrian o no ser iguales.

Ahora bien se sabe que hay varias variables que influyeron en los resultados
obtenidos entre la que se cuenta la fase estacionaria utilizada por ambos métodos,
siendo una placa de silica gel en la cromatografia en capa fina y una columna con relleno
del tipo 100 RP-18 de fase reversa para un proceso de adsorcion en la de cromatografia
liquida de alta resolucion. También los efectos que los solventes provocan en cada
sistema son diferentes, la cantidad de muestra utilizada para cada método difiere
sustancialmente, esto aun sin tomar en cuenta las condiciones en la que cada

experimento se lleva a cabo segun sus requerimientos.

Es importante considerar que en este estudio se efectué una comparacién entre
dos métodos y en este tipo de comparaciones “estadisticamente significante no es
cientificamente importante”. Antes de interpretar el valor de probabilidad o el intervalo de
confianza calculados a partir de los datos obtenidos, se debe pensar el tamafio de la
diferencia que se esta buscando. ;Cuan grande sera la diferencia para considerarla
cientificamente importante? O ;cuan pequefia sera para considerarla cientificamente
trivial? Se debe usar el sentido comun para responder estas preguntas y las respuestas
dependen del contexto del experimento realizado. Es por eso que se lleva a cabo el

siguiente analisis.

En este caso la USP permite variaciones entre el 90 y el 110 % para este tipo de
medicamentos y como se observa en la tabla Il y V tanto los datos obtenidos por
cromatografia en capa fina como los obtenidos por cromatografia liquida de alta

resolucion se encuentran dentro de este rango excepto por una pareja de datos.

La pareja de datos numero 14 como se observa en la tabla Il y V tanto en
cromatografia en capa fina como en cromatografia liquida de alta resolucién presentan

bajas concentraciones segun lo reportado para el medicamento, aproximadamente 50 por
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ciento, al investigar la procedencia de la muestra se observé que el medicamento fue
manufacturado para uso veterinario, por lo que los controles de produccion son diferentes

de los medicamentos para uso humano y no existe una regulacién para los mismos.

En la Grafica no. 1 en Anexos puede observarse la diferencia que existe entre
determinar la concentracion del trimetoprim por el método de cromatografia en capa fina y
la cromatografia liquida de alta resolucion. Como es claramente apreciable, la
distribucién por arriba y por abajo del 0 que corresponde a la hipétesis planteada es
completamente aleatoria en ambos casos por lo cual no es evidente una mayor

puntuacién por término medio para ninguna de las dos técnicas aplicadas.

Luego, para confirmar esta observacion cualitativa se aplico la prueba pareada en
la cual para el trimetoprim se obtuvieron los datos que se presentan en la tabla IV todo
sobre la diferencia cuantitativa entre los pares. Los resultados de la media, de la t de
Student que se distribuye ahora con 18 grados de libertad, y del intervalo de confianza
inducen al valor mas importante que es de la probabilidad a través de los calculos

respectivos.

Primero es necesario considerar que aunque se pierden grados de libertad, siendo
por ese lado la prueba menos potente, sin embargo al disminuir la variabilidad, se

aumenta la eficiencia de la prueba.

El valor de probabilidad, el cual es un valor que puede ir de cero a 1 indica la
diferencia que hay entre ambas poblaciones. Un valor de probabilidad pequefo indicaria
que la diferencia entre la aplicacion de las dos técnicas no es una coincidencia, lo que
induciria a concluir que la aplicacion de ambas técnicas tiene distintas medias. Sin
embargo el valor obtenido de 0.5189 es alto por lo cual el proceso analitico deductivo es
el siguiente. Este valor indica que al aplicar las técnicas de cromatografia en capa fina y
la cromatografia liquida de alta resolucion existe una diferencia que es una coincidencia
producto de la aleatoriedad, lo que lleva a concluir que la aplicacion de ambas técnicas
tiene medias iguales, lo que es posible observar como ya se menciond en la tabla Il y

mucho mas evidente en la Grafica no. 1 de Anexos.
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El valor obtenido de 0.5189 significa que hay un 51.89% de probabilidad de
observar una diferencia tan grande como la observada aun cuando los resultados
provenientes de la aplicacion de ambas técnicas fuera sobre alicuotas de una misma
muestra en condiciones idénticas. Visto de otra manera, si en una muestra idéntica se
toman alicuotas al azar y una se corre por cromatografia en capa fina y la otra en
cromatografia liquida de alta resoluciéon, se obtendra una diferencia menor que la
observada en este estudio el 48.11% de los casos y mas grande en el 51.89% de los

Ccasos.

Segun este analisis y por los criterios convencionales aplicados a la prueba
pareada, la diferencia de la aplicacién de la técnica de cromatografia en capa fina y la
técnica de cromatografia liquida de alta resolucion es considerada no estadisticamente

significativa para el analisis de trimetoprim.

Considerando el valor de probabilidad obtenido, no se tiene ninguna razén para
concluir que la aplicacion de alguna técnica tuvo algun efecto sobre el resultado obtenido.
Que no es lo mismo que afirmar que la aplicacion de la técnica no tuvo efecto.

Unicamente no hay evidencia de tal efecto.

Sin embargo surge una cuestion interesante, ¢ cuan grande puede ser el efecto de
la aplicacion de la técnica de cromatografia en capa fina en realidad? El promedio de la
diferencia entre pares en este experimento no iguala la verdadera diferencia entre pares
debido al azar. No existe forma de saber cual el la verdadera diferencia. EIl analisis
estadistico que se obtuvo gracias al software del Departamento de Farmacologia de la
Universidad de San Diego en California presenta una incertidumbre del 95% como
intervalo de confianza, lo que se traduce en que se puede estar 95% seguro que este
intervalo contiene el efecto verdadero de la aplicacion de la técnica. Y dado que el valor
de probabilidad es mayor que 0.05, el intervalo de confianza al 95% inicia con un valor
negativo de -2.7675 (representando una disminucién) y aumentando hacia un valor
positivo de 1.4475.
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El intervalo de confianza entonces puede analizarse de distintas formas en un
contexto cientifico mas que estadistico y con ello concluir si se es cientificamente
importante o si no es necesario darle importancia. Considerando que la USP sefiala que
las variaciones del trimetoprim deben estar entre un 90% y un 110% del valor reportado y
que las variaciones obtenidas segun los limites superior e inferior del intervalo de
confianza con respecto a esos porcentajes marcan una disminucion no significativa en
cuanto al limite de confianza inferior y también un aumento no significativo en el limite de
confianza superior, se puede llegar a una conclusion clara. La aplicacion de la técnica por

cromatografia en capa fina no tiene efecto y si lo llegara a tener este es pequeno.

En la Grafica no. 2 en Anexos puede observarse la diferencia que existe entre
determinar la concentracion del sulfametoxazol por el método de cromatografia en capa
fina y la cromatografia liquida de alta resolucion. En este caso aun no habiendo una
tendencia completa, hay una mayor concentracion de pares en los cuales el resultado
obtenido en la cromatografia en capa fina es mayor al del HPLC. Se pudiera preveer una
mayor puntuacion por término medio para la cromatografia en capa fina pero confirmable

Unicamente a través del analisis estadistico.

En la aplicacién de la prueba pareada para el sulfametoxazol se obtuvieron los
datos que se presentan en la tabla VII, teniendo como fuente la diferencia cuantitativa
entre los pares. Los resultados de la media, de la t de Student que se distribuye ahora
con 18 grados de libertad, y del intervalo de confianza inducen igual que en el caso
anterior al valor mas importante que es de la probabilidad a través de los calculos

respectivos.

Aqui también se produce una pérdida de grados de libertad, teniendo el mismo
efecto de volver la prueba menos potente, sin embargo al disminuir la variabilidad, se

aumenta la eficiencia de la prueba.

En este caso el valor obtenido de 0.4588 es también alto por lo cual el proceso
analitico deductivo es similar al anterior utilizado en el trimetoprim. Este valor indica que
al aplicar las técnicas de cromatografia en capa fina y la cromatografia liquida de alta

resolucion existe una diferencia que es una coincidencia producto de la aleatoriedad, lo
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que lleva a concluir que la aplicacion de ambas técnicas tiene medias iguales, 1o que es

posible observar como ya se menciond en la tabla VIl y en la Grafica no. 2 de Anexos.

El valor obtenido de 0.4588 significa que hay un 45.88% de probabilidad de
observar una diferencia tan grande como la observada aun cuando los resultados
provenientes de la aplicacion de ambas técnicas fuera sobre alicuotas de una misma
muestra en condiciones idénticas. Visto de otra manera, si en una muestra idéntica se
toman alicuotas al azar y una se corre por cromatografia en capa fina y la otra en
cromatografia liquida de alta resolucion, se obtendra una diferencia menor que la
observada en este estudio el 45.88% de los casos y mas grande en el 54.12% de los

Casos.

Segun este analisis y por los criterios convencionales aplicados a la prueba
pareada, la diferencia de la aplicacion de la técnica de cromatografia en capa fina y la
técnica de cromatografia liquida de alta resolucion es considerada no estadisticamente
significativa para el analisis de sulfametoxazol. Considerando el valor de probabilidad
obtenido, no se tiene ninguna razdn para concluir que la aplicacion de alguna técnica tuvo

algun efecto sobre el resultado obtenido. No hay evidencia de tal efecto.

El analisis estadistico que se obtuvo gracias al software del Departamento de
Farmacologia de la Universidad de San Diego en California presenta una incertidumbre
del 95% como intervalo de confianza, lo que se traduce en que se puede estar 95%
seguro que este intervalo contiene el efecto verdadero de la aplicacion de la técnica. Y
dado que el valor de probabilidad es mayor que 0.05, el intervalo de confianza al 95%
inicia con un valor negativo de -3.2185 (representando una disminucion) y aumentando

hacia un valor positivo de 1.5132.

Considerando que la USP sefala que las variaciones del sulfametoxazol debe
estar entre un 90% y un 110% del valor reportado y que las variaciones obtenidas segun
los limites superior e inferior del intervalo de confianza con respecto a esos porcentajes
marcan una disminucion trivial en cuanto al limite de confianza inferior y también un
aumento trivial en el limite de confianza superior, se puede llegar a una conclusion clara.

La aplicacion de la técnica por cromatografia en capa fina tiene un efecto muy pequefio
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en la cuantificacion del sulfametoxazol pero este se considera trivial por lo que la técnica

es adecuada para tal efecto.

En cuanto a la hipétesis planteada, la media de las diferencias de los resultados
obtenidos por medio de cromatografia de capa fina y por medio de cromatografia liquida
de alta resolucion no es igual a cero al aplicar la prueba de t de Student pareada con un
intervalo de confianza del 95% por lo que la hipétesis se rechaza. Sin embargo la

diferencia no es estadisticamente significativa y se debe a la aleatoriedad.
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X. Conclusiones

Para una mejor cuantificacion se debe seleccionar la fase moévil que permita la
presencia de una mancha sin colas ni amorfa para los ingredientes. La fase movil
mas adecuada para la separacion y cuantificacion del trimetoprim y el
sulfametoxazol es la constituida por cloroformo-metanol-agua en cantidades de
4.6-0.38-0.025 mL respectivamente, cuando se usa la técnica de cromatografia en

capa fina.

Para determinar el maximo de longitud de onda cada ingrediente debe ser
desarrollado en distintas fases moviles. La experimentacion hizo evidente que la
fase movil descrita cloroformo-metanol-agua en cantidades de 4.6-0.38-0.025 mL
respectivamente, requiere que la deteccién y cuantificacién en el densitdmetro se

haga a 285 nm.

La diferencia de la aplicacion de la técnica de cromatografia en capa fina y la
técnica de cromatografia liquida de alta resolucion es considerada
estadisticamente no significativa para la separacion, identificacion y cuantificacion

de trimetoprim y sulfametoxazol del cotrimoxazol en tabletas y suspensiones.

La aplicacion de la técnica por cromatografia en capa fina no tiene efecto adverso
sobre la separacién, identificacion y cuantificacion del trimetoprim vy tiene un
efecto pequefio y estadisticamente no significativo para el sulfametoxazol del
cotrimoxazol en tabletas y suspensiones por lo que los resultados obtenidos al
aplicar la técnica deben ser considerados tan validos como los de la cromatografia

liquida de alta resolucién.

La media de las diferencias de los resultados obtenidos por medio de
cromatografia de capa fina y por medio de cromatografia liquida de alta resolucion
no es igual a cero al aplicar la prueba de t de Student pareada con un intervalo de
confianza del 95% por lo que la hipdtesis se rechaza. Sin embargo la diferencia

no es estadisticamente significativa y se debe a la aleatoriedad.
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XI. Recomendaciones

Ampliar la aplicacion de la técnica de cromatografia en capa fina a otros principios
activos y probarlos en distintas fases mdéviles para seleccionar la mas adecuada

para la separacion, identificacion y cuantificacion.

Desarrollar dichos principios activos en distintas fases méviles para determinar el

maximo de longitud de onda a la que deben ser cuantificados.

Es importante controlar la uniformidad de las condiciones ambientales referentes

a temperatura y humedad para mejorar la exactitud en los distintos analisis.

Correr siempre un estandar del ingrediente en la placa cromatografica para la

identificacion del mismo.

Respecto a los estdandares de los ingredientes, deben prepararse
aproximadamente a la misma concentracién del ingrediente a aplicar, debido a que
para algunos ingredientes mas o0 menos concentracion cambiara
significativamente el Rf y se facilita el calculo de la concentracién de la muestra al

utilizar el escaner para cuantificar.

Debido a la matriz 0 a los excipientes presentes en la muestra algunas veces los
estandares presentaran un Rf distinto al de los ingredientes presentes en la

muestra, la diferencia sin embargo sera minima y por lo tanto despreciable.

Cuando se utiliza un escaner para cuantificar el ingrediente en la cromatoplaca es
importante la preparacién del estandar a la misma concentracion de la muestra a

trabajar.

Despreciar los cambios minimos al Rf de la muestra debido a que pueden ser

causados por la matriz o los excipientes de la misma.
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e Evaluar la viabilidad de aplicar la técnica de cromatografia en capa fina al
comparar los resultados obtenidos con los de las técnicas oficialmente propuestas
por la USP a través de pruebas pareadas.
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XIIl. Anexos

13.1. Definiciones y términos usados en la cromatografia en capa fina.

En esta investigacion se han empleado términos de uso comun a las técnicas
cromatograficas, sin embargo dado que la cromatografia en capa fina constituye en si
misma una técnica especializada, requiere del dominio de algunos términos especificos

definidos a continuacion:

= Soporte: La placa de vidrio, papel, plastico o metal sobre la que se deposita la
fase estacionaria, sea adsorbente sélido, gel de reparto o resina de intercambio
idnico.

= Resolucion: la minima distancia a que pueden hallarse dos manchas que aun
pueden distinguirse individualmente. El grado de separacion entre dos
sustancias contiguas sobre el cromatograma. Eficiencia de la separacion
cromatografica.

= Desarrollo: el movimiento diferencial de los componentes de la muestra al ser
transportados por la fase movil o disolvente. Por su direccion, el desarrollo es
ascendente, si el disolvente o fase movil se desplaza hacia arriba; descendente,
si la fase movil baja, y horizontal si la fase movil se desplaza horizontalmente.
Por la técnica usada puede ser sencillo, multiple, continuo, escalonado, circular,
en cufa o bidimensional.

= Disolvente: sustancia o mezcla de sustancias fluidas que constituyen la fase
movil (portadora) en una cromatografia. Generalmente se emplean liquidos con
alta presion de vapor.

= Sistema cromatografico: condiciones de temperatura, humedad relativa,
disolventes, etc., empleados en cromatografia.

= Aplicacién: colocar en el punto de origen la mezcla cuyas sustancias se desea
separar sobre la placa cromatografica.

= Revelador: agente fisico o quimico que hace visibles las sustancias separadas
por cromatografia en capa fina.

» Revelado o visualizacién:  procedimientos quimicos, fisicos o biolégicos
aplicados a la placa para hacer visibles los depédsitos (manchas) de las

sustancias separadas por cromatografia.
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Agente cromdgeno: agente fisico 0 quimico que actia sobre o reacciona con las
sustancias separadas por cromatografia y da coloraciones perceptibles a simple
vista.(

Frente de disolvente: linea frontal de la fase mdévil, visible durante el desarrollo.
Longitud del recorrido: la distancia recorrida por la fase moévil, visible durante el
desarrollo.

Rf (relacion del flujo): la razén o cociente de las distancias recorridas
simultdneamente desde el origen hasta el centro de la mancha de una sustancia
y el frente de la fase movil (disolvente).

Adsorbente: solido finamente pulverizado que, por energia de superficie,
deposita en su superficie a las moléculas que lo rodean.

Adsorcién: concentraciéon en la superficie de un sdlido de las particulas de una
sustancia en disolucion.

Eluente: disolvente polar usado en la cromatografias en papel y en capa fina
para extraer las sustancias separadas.

Carga: sustancias i6nicas o polares que se incorporan a la capa para
cromatografia y modifican sus propiedades como fase estacionaria.

Placa: fase estacionaria (inmdvil) untada o embadurnada homogéneamente
sobre un soporte. Si el espesor no supera los 0.3 mm, se considera fina; si es
mayor, hasta unos 2 mm, se estima gruesa.

Camara o cuba de desarrollo: recipiente con una tapa que cierra
herméticamente, donde se forma el cromatograma.

Cromatograma: placa donde las sustancias se despliegan después de su
separacion.

Origen: zona donde se aplica la muestra como circulo o linea en la disolucion de
la mezcla que se va a separar.

Patron de caracterizacién: un patron o conjunto de caracteristicas obtenidas
sobre el papel o la placa después del desarrollo y de la aplicaciéon de agentes
cromogenos; esta dado por la posicion, color, forma y tamano de las moléculas.
Impregnacion: Modificacion de las propiedades de separacion de una placa

mediante aditivos apropiados.
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Valores guia o valores relativos: relacidon entre la distancia recorrida por la
sustancia objeto de estudio y la distancia recorrida por una sustancia conocida,
que sirve de patron.

Placa con gradiente: desarrollo en que se recurre a una transicion continua o
escalonada de un disolvente a otro.

Extincién de la fluorescencia: la aparicion de zonas oscuras sobre una placa
fluorescente.

Saturacion de la camara de desarrollo: distribucién uniforme en la camara de la
fase de vapor del disolvente hasta que se alcanza el equilibrio antes de iniciar el
desarrollo. El término “equilibrio” se refiere a la saturacion de la fase estacionaria

pasando por la fase de vapor.

13.2. Diferencias de concentracion de los principios activos utilizados en el analisis

estadistico.

Grafica l

Diferencia de concentracion de trimetoprim (HPLC — CCF)
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Fuente: resultados experimentales

En la grafica puede observase la diferencia que existe entre determinar la

concentracion del trimetoprim por el método de cromatografia en capa fina y la

cromatografia liquida de alta resolucion. Como es claramente apreciable, la distribucién

por arriba y por abajo del 0 que corresponde a la hipotesis planteada es completamente
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aleatoria en ambos casos por lo cual no es evidente una mayor puntuacién por término

medio para ninguna de las dos técnicas aplicadas.

Grafica ll

Diferencia de concentracion de sulfametoxazol (HPLC — CCF)
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Fuente: resultados experimentales

En la grafica puede observarse la diferencia que existe entre determinar la
concentracion del sulfametoxazol por el método de cromatografia en capa fina y la
cromatografia liquida de alta resolucién. En este caso aun no habiendo una tendencia
completa, hay una mayor concentracidn de pares en los cuales el resultado obtenido en la
cromatografia en capa fina es mayor al del HPLC. Se pudiera preveer una mayor
puntuaciéon por término medio para la cromatografia en capa fina pero resultd

estadisticamente no significativo luego del analisis estadistico.
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13.3. Cromatoplaca de estandares y muestra analizadas por cromatografia en capa

fina.

Fuente: Experimental

En la fotografia se puede apreciar a la izquierda el estandar de trimetoprim y al
centro el sulfametoxazol, aplicados bajo las condiciones experimentales 6ptimas descritas
en este estudio. A la derecha se aprecia una muestra con ambos ingredientes.



13.4. Cromatogramas de estandar y muestra analizados por HPLC.

Sample Name: Estandar 1345b4 Vial Type: 5101
Injection from this wial: 2 of 2 Volume: 10,0 ul
Sample Description:

Chrom Type: HPLC Channel : 1
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En el cromatograma pueden apreciarse los tiempos de retencion, las areas y la

altura de picos que corresponden a los estandares de trimetoprim y sulfametoxazol

separados utilizando la técnica de HPLC bajo las condiciones descritas en esta

investigacion.
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Sample Name: 134554 3 Vial Type: UNK
Injection from this wial: 1 of 1 Volume: 10,0 ul
Sample Description:

Chrom Type: HPLC Channel : 1
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Acquisition Method: Sulfametoxazol y trimetoprim
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Fuente: Experimental

En el cromatograma pueden apreciarse los tiempos de retencién, las areas y la
altura de picos que corresponden a una muestra de trimetoprim y sulfametoxazol

separados utilizando la técnica de HPLC bajo las condiciones descritas en esta
investigacion.



