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I. Introduccidn. 1

La Industria Farmacéutica tiene como objetivo , resguar-
dar la salud humana desarrollando medicamentos. Dentro de -
nuestro pais, la tecnologia farmacéutica, es cada dia mas im-
portante. Preocupéndose las industrias, por desarrollar una -
tecnologia propia, adecuada a nuestros recursos, con el ob-
jeto de producir mejore medicamentos para brindar mayores -
beneficios a la comunidad.

El gigantesco crecimiento del mercado mexicano en pro-
ductos farmacéuticos y el avance tecnoldgico en otros paises
implica la necesidad de aplicar técnicas nuevas méds depuradas
Y econdmicas para reducir el costo de operacién y producir

' consecuentemente productos de calidad a precios econdmicos.

El control de calidad gue se efectda utilizando diferen-
tes métodos ffsicos, qufmicos y espectroscépicos, desempeifia
un papel muy importénte en la Industria Farmacéutica, ya que
debe garantizar la calidad y eficacia de los productos de -
cualquier Industria Parmacedtica.

A través de las técnicas de Control de Calidad debe ser
posible detectar, tanto materias primas que no cumplen con el
grado de pureza deseado, calidad de producto terminado , asf
como mezclas errdneas realizadas durante los procesos de fa-
bricacidn.

XDe productos defectuosos debidos a muy diversa naturaleza
debe ser posible recuperar material valioso que puede ser re
procesado.

En muchas ocasiones el iHl@ustrial muestra gran interéds -
en la recuperacidén de productos que en grandes volumenes son
reintegrados a sus bodegas, por diferentes causas, tales como
productos caducos o aguelldgs que no llevan los requerimieatos
de sanidad, etc.

Para la realizacién de una recuperacidén debemos tener en
cuenta el costo, adem4s se deberd pensar en valorar lo siguien
te:

a.Propiedades fisicoquimicas de los componentes actives
del medicamento
b. La localizacidn de un sistema de recuperacidn.



c. Valoracidén del método.

En el presente trabajo, se expone la metodologia utilizada
en la recuperacién de una mezcla de ingredientes activos de un
inyectable . 1a composicién del medicamento fue preparada erré
neamente con material costosc, por lo que se considera impor-
tante investigar su recuperacidén, para obtener, en primer lu-
gar, experiencia y un método que ayude en el futuro a solucio
nar éstos casos.

El inyectable (1) en cuestidén usualmente se indica para
diagndstico del embarazo, amenorrea, hipermenorrea hipohomo -
nal , oligomenorrea, polimenorrea, regularizacidén del ciclo
menstrual, prevencién del aborto habitual y aborto habitual -
en diabéticos, y contiene tres esteroides de costo muy alto -

cuyos precios se dan enseguida. (2)
1. Boantato de 17% - hidroxi progesterona $ 25,050.°%g
2. Progesterona $ 6,370.°°Kg
3. Benzoato de Estradiol $ 20'67O'°°Kg
4, disueltos en Benzoato de Bencilo $ 150.°°Kg

El método utilizado requirié la bisqueda de un sistema
de disolventes adecuado, qué aplicando la técnica Cromatogra
fica en Columna, permitiera separar la mezcla de los tres in-
gredientes activos y qué en general resiilte econdmico.



II. GENERALIDADES 3

La Qufmica Orgénica (3) desde sus inicios ha utilizado -
técnicas para la sintesis, aislacién y purificacién de eom -
puestos y métodos fisicos para la determinacién de sus propig
dades . Existen diferentes métodos para lograr la separacién
de compuestos que son : Cristalizacidén, destilacidn, extrac -
cién , sublimacién y Cromatografia.

Los primeros métodos han sido més usados gue la Cromato-
graffa , principaslmente porque los datos necesarios para su
uso —solubilidades, punto de fusién, puntos de ebullicidn, etc.
- son més accesibles o més ficilmente estimados para el cono-
cimiento quimico.

La Cromatografia fue inventada por Tewett en 1906 du-
rante sus estudios sobre la guimica de la clorofila. El de--
mostré que el método cromatogréfico provee un medio poderoso
para separar sustancias quimicas.

El principio general (4,5) es que el materiasl a ser se -
parado se mezcla en un disolvente apropiado y se agrega & una
columna que tiene un orificio en la parte inferior y en enton
ces elufdn dentro de un adsorbente con una sucesién de disol-
ventes cuya polaridad aumenta graduslmente; se agregan bastan
tes cantidades de disolvente y permite que las sustancias ba-
jen progresivamente para formar el cromatograma.

Pswett (63 reconocié que se podria usar una amplia varie
dad de adsorbentes, solventes y solutos; se puede aplicar a s
sustancias colorsmadas e.incoloras, éstas se pueden localizar
por medio de reveladores como luz UV o vapores de Iodo que es
el méds simple y el que menos afecta; Se pueden usar adsorben=
tes que son quimicamente pasivos o que produzcan alguna accién
quimica como, hidrélisis, reduccién u oxidacidn.

Los aparatos necesarios (7) para Cromgtografia, usualmen
te son: un tube en el cuidl se introduce el adsorbente en la
forma de una:columna, envases para la solucidn original y las
fracciones obtenidas de la columna. El tubo puede ser de vi -
drio, cuarzo, "pléstico® como lucita, celofén, material simi-
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lar o metal. La Cromatografia (8,9) de adsorcidén en columna
ofrece una seleccidn mds amplia de fases estacionarias o ad-
sorbentes y se puede trabajar con grandes cantidades de ad -
sortivos,

La Cromatograf{a no requiere necesariamente de un tubo
el adsorbente puede ser extendido sobre una superficie incii-
nada en la forma de una placa plana y éste es el método de -
Cromatograffa en placa fina. Este método es dtil para detectar
trazas de sustancias y para seleccionar el método aprovechatle
Para la separacidén de una mezcla dada.

El dnico método que compite (3) con la Cromatografia es
el de Destilacién, a pesar de gue la Cromatografia requiere -
aparatos méds simples que la destilacién. Este udltimo proceso
tiene una grgn ventaja sobre la Cromatografia, y es, la de -
los datos fisicos sobre los que pueden ser designados, s8e =
pueden encontrar en ia literatura, son facilmente accesibles
en manuales y pueden hacerse predicciones intuitivas. La
Cromatografia es aplicable a sustancias que no pueden ser des
tiladas debido a su inestabilidad hacia aumentos de tempera -
tura o porque no tienen un punto de ebullicidn dentro de un -
rango de temperatura que haga factible su separacién. La
temperatura baja a la cudl la Cromatografia opera, efectivamen
te es uno de los més grandes aciertos de el método, ¥ es el
caso gque se presenta en éste trabajo: no se puede realizar la
separacién por destilacidn, ya que los esteroides se guemarian
debido al punto de ebullicidén tan alto del Benzoato de Bencilo
(323-324°),

Es diffcil comparar los dos métodos con respecto al tiem
po requerido para dar las separaciones puesto que ésto varia
con las sustancias gue van: a.ser saparadas.

Los Esteroides (10) son sustancias que contienen el nd
cleo ciclopentano perhidrofenantreno.

Los Esteroides (1l1) de gran importancia bioldgica son
la vitamina D, las Sales Biliares, el Colesterol, las hormonas
de la corteza suprarrenal y las hormonas sexuales masculinas



y femeninas.

las hormonas esteroides (12) son fundamentales para la
regulacién de ciertos aspectos del metabolismo.

Los esteroides que contiene el inyectable gue se tratd ea
éste trabajo contiene hormonas sexuales femeninas.,

El Estradiol gque es responsable del desarrollo y manteni-
miento de los drganos sexuales femeninos y caracteres sexuales
secundarios y del comienzo del ciclo menstrual y la Progeste-
rona es necesaria para la terminacidén de cada ciclo menstrual
debido a que completa las alteraciones iniciadas en laz muco-
sa del dtero por el Estradiol , y tiene una relacidn directa
con la preparacién y mantenimiento del embarazo.



ITI. PARTE EXPERIMENTAL

La determinacién de los compuestos separados de la mez-
cla se realigaron por comparacién de sus espectros de Infraro
jo (IR) , Ultravioleta (UV) y rotacidn, asi como por puntos
de fusidn y otras propiedades fisicas y quimicas especificas
de cada sustancia.

Se utilizaron diferentes mezclas de disolventes , asico-
mo adsorbentes para Cromatografia hidrofilicos y homogéneos
que son los més apropiados para esteroides, tales como Ald -
mina, gel de Silice, etc. asf{mismo para la identificacidn ra-
pida en la mesa de laboratorio, se emplearon placas analitl
cas de Silice de 10 x 5 cm y reveladores de I, o lémpara de
UV de onda corta. Los especttos de IR se determinaron en un
espectrofotémetro Perkin -Elmer 267. Los espectros en UV se
determinaron en un espectrofotémetro UV-Visible Perkin Elmer
402, ©Puntos de fusidn se determinaron en el aparato Thomas
Hoover,

METODO

Se preparan muestras puras de Enantato de 17e¢-hidroxi
progesterona (A), Progesterona (B) y Benzoato de Estradiol {C)
para utilizarlas como referencias.
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Se realizaron ensayos preliminares con cromatografia en
placa fina , con el objeto de seleccionar el sistema de disol

ventes adecuados para la separacidén de la mezcla.
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SISTEMA 1 2 4 5 6 7 8 9
A.Rf 022 -18 059 064 072 -97 .73 '17

3

0
B-Rf .20 .16 0 .52 .59 .ob .88 .63 .15
C-Rf «17 o180 .48 .55 .61 .81 .49 .14

donde A = Enantato de 17¢(- hidroxiprogesterona
R = Progesterona
C = Benzoato de Estradiol.

Como se observa, las tres primeras mezclas son poco po-
lares: las siguientes tres mezclas son muy polares y con Clo-
ruro de metileno no hay separacidén. Asi que es de recomendar-
Se el sistema Benceno:éter 70:3C.

El problema a su vez se corre junto a las muestras patrdn
observando un comportamiento diferente.

Se modifica a Bencenoséter 80:20

A PiD e P
@) O O

- 8. 8- 8

P = Mezcla Problema

El Rf de los esteroides es muy semejante, pero se observa
cierta separacién, as{ como una polaridad intermedia.

Se procedié a reazlizar una Cromatografia en columna, em-
pleando 150 g de Aldmina, sin ningin resultado positivo. .. La
mezcla no se separ$ obteniéndose tal cudl de la columna al ser
elufda con B100*

Utilizando una columna de gel de silice (30-70 mallas)
150 g de adsorbente y 5g de problema: se tiene un resultado
parcial, obteniéndose en las fracciones elufdas con Hexano- —
AcOEt 95:5 Benzoato de Bencilo y al cambiar la polaridad a -
83.5-17.5 se obtiene la sustacia A en las fracciones 1-9, -
posteriormente una mezcla en las fracciones 10-12 y de la 139
a la 26 se obtiene la sustancia C: como se puede observar el

resultado es parcial por 1o que se considera conveniente -
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hidrolizar la mezcla con hidréxido de sodio utilizando Meta-
nol/agua como solvente.

CogHy0s *+ Cp1H3p02 *+ Casflagly *+ Cigflic02  ====%
A B = BENZOATO DE
EENCILO.

CoHgOp & CqHgO + CygHy, 05 + CoiH3g0p + Cpyfi3n03
dcido alcohol Bstradiol 17 &k ~hidroxi
benzdico bencilico Progesterona pROgesterona.

HIDROLISIS DE 4, B Y C. A 50 g de la mezcla, disueltos en
100 m1 de metanol se le anaden 25 g de hidrdéxido de sodio
disueltos en 100 ml de H,0 la solucidén se refluja por 1 hora
los productos de hidrdlisis se separan extrayendo con cloruro
de metileno los esteroides, éstos se cromatografiaron en 150 g
de sflice , obteniéndose 19 g de alcohol bencflico, 2.9 g de
alcohol bencflico-Progesterona al eluir con H: AcCEt 95:5 ¥
1.1 g de Progesterona elufda con la misma mezcla anterior, Yy
0.9 g de Enantato de 17 e(- hidroxiprogesterona cuando se eluye
con H:AcOBt 85:15.

De la solucidén acuosa alcalina al acidulerse con HCl, Se
obtienen cristales de &cido Renzoico 23.4 g (88%) y ademds
Estradiol 260 mg (90%) .

Cada producto de la hidrdlisis fue identificado plena --
mente al comparar sus constantes fisicas, quimicas y espec --
troscdpicas con muestras puras.

SISTEMA CROMATOGRAPICO A. 500 ml del inyectable se cromatogra
fiaron en 1200 g de 3102 de 30-70 mallas al eluir con HeﬂHCl3
95:5 se separa Benzoato de Bencilo, 400 g. Con H:CHcl3 Tl
se eluye la mezcla de esteroides, 35 g, 8in lograrse separa =
cién,

SISTEMA CROMATOGRAFICO B. En una columna empacada con 1500 g

o~
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de 3102 de 30-70 mallas, se cromatografiaron 1000 ml del in =
yectable, al eluir con H:AcOEt 90:10 , se obtiene Benzoato de
Bencilo, se obtiene enantato de 17 -jidroxiprogesterona y

mezcla de l7x_-hidroxiprogestennna y Progesterona con H:AcOEt

80:20.

SISTEMA C. En un matraz de 5 1t se colocé un 1t de inyectable
se adicionaron 200 g de Aldmina y la suspensidén se agité por
3 h, posteriormente se filtré sobre celita y la Alimina se =
lavé con Hexano, con el fin de guitar Benzoato de Bencilo.
Para conocer la cantidad de esteroides que se pudiera recupe
rar, antes de estraerlos de la Aldmina, se cuantea su presen-
cia en el filtrado, obteniéndo 103.6% de enantato de 17« - hi
droxiprogesterona y 13:% de Progesterona y Benzoato de Estra-
diol, es decir, se pasaron en Ssu totalidad al filtrado, por =-
lo que se realizan pruebas con otros adsorbentes y en otras
cantidades, pra lograr el objetivo.

SISTEMA D. Se repitié el método anterior utilizando como ad--
sorbente Sflice , el resultado obtenido fue un 84% de este--
roides presentes en Benzoato de Bencilo.

SISTEMA E . A un litro de inyectable se le ariadieron 500 g de
Alémina y se agitaron 3h, 1la suspensién se filtré sobre celi
ta, se lavé con Hexano y se obtuvo un 80% de esteroides mez-

clados con Benzoato de Bencilo.

SISTEMA F. A un litro de inyectable se le afiadieron 150 g de
carbén activado, la suspensidén se agité por 3h, se calientd
en bafio de vapor y se filtrd sobre celita, se obtuvo como re
sultado un 86% de esteroides en la mezcla.

SISTEMA G. A 200 ml de inyectable se le afadieron 500 ml de

Hexano, 500 g de Aldmina , la suspensidn se agité 2.5 h, se
filtré sobre celita, logrédndose una adsorcién total de este--
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roides en la aldmina, pasando en el filtrado el Eenzoato de -
Bencilo.

SISTEMA H., A un litro de inyectable se le disuelve en 3 1t
de Hexano, se afiaden 1.5 Kg de AlUmina y la suspensién se a--
git6 durante 3 h:; se filtra sobre celita y se cuantea el fil-
trado espectrofotométiricamente, observéandoses

54.5% de Enantato de 17(X - hidroxiprogesterona

37.5% de Benzoato de Estradiol

19.75% de Progesterona.

EXTRACCION DE ESTEROIDES DE LA ALUMINA. A la mezcla de Aldmina
¥ celita se le agregan 3 1t de Cloroformo, se refluja 1 h , se
filtra y se destila el solvente, dejando como residuo le mez-
cla de esteroides, 87 g.

La separacién de esteroides se realiza en 2000 g de Ald-
mine lavada con Metanol, obteniéndose al eluir con H:AcOEt
90310 Progesterona, 30 g: Benzoato de Estradiocl 4.5 g con -
H: AcOEt 85:15. Con H:AcOEt 10:90 se obtuvo una sustancia
que cristalizaba en cada fraccién , pero cuando se juntaron -
varias de ellas no cristalizaron. El producto se lavé con He~
xano y se guard$ en el refrigerador, cristalizando muy poco,
por lo que no se determinaron sus constantes fi{sicas, dUnica--
ments se identificé por Cromatografia en placa fina, corrién-
dola con una muestra piloto de 17 -hidroxiprogesterona, con-
cidiéndo ambas sustancias.



1V, CONCLUSIONES. 12

Debemos hacer notar sgqui , em primer lugar, la aplica =
cién de la técnica cientifica a la resolucidén de un problema
real que se presenta en muchas ocasiones en la Industria. Se
realiza la separacidén de los componentes de un inyectable, -
aplicando sistematicamente 1la Cromatografia en sus diferen-
tes formas de uso, la cristalizacidn, y la espectroscopia co
mo medio eficaz y rapido para la identificacién de cada com-
ponente.

Si bien es cierto que la separacién puede realigarse -
combinando algunos de los sistemas explicedos en la parte -
experimental, no resulta econémico realizar la separacidén de
los componentes del inyectable en éste caso particular. Con-
sideremos por ejemplo la utilizacién del método en el que a
un 1t de inyectable se le disuelve en 3 1% de Hexano, se afia
den 1.5 Kg de Aldmina y la suspensidén se agité durante 3 h,
se filtrd sobre celita cuanteando el filtrado espectrofotomé=
tricamente observéndose 54.5% de enantato de 170{-hidroxipro
gesterona, 37.5 % de Benzoato de Estradiol y 19.75% de Proges
terona que en gramos resulta 18, 3.37 y 12 g respectivamente,
es decir, 33.37 g se pierde en el filtrado.

Un litro de muestra (1120 g) contiene 9 g de PRenzoato
de Estradiol: 58 g de Progestemma y 33 g de Enantato de 17X -
hidroxiprogesterona, es decir, 100 g de esteroides por litro
de producto.

Entonces, se trabajé con 66.63 g de esteroides, obteniég
do 34.5 g de ellos.

El costo de 100 g de esteroides es $1278.01 y se recu -
pera § 303.80 .

CASTC DE SEPARACION. Hexano $52.°° por 13 1t: AcOEt $162.
por 10 1t:$122.°C por 3.5 Kg de Aldmina.

La persona que realizara la separacidén , también tendria

50

que hacer la recuperacidén de disolventes y Aldmina. La falta
de columnas de vidrio, implicarfia utilizar las gque se tienen
Y consecuentemente se tomarie mds tiempo. Trabajando con 1 1t
se utilizd un mes y medio, si lo hiciera un tesista se le pa-
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garfa $3750.°° , entonces: pagar $ 3750.°% come minimo para
recuperar 3303.80, definitivamente no invealida el procedimien
to a seguir pare resolver éstos problemes.
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V. CONSTANTES FISICAS.

(13) (14) (15)
PROGESTERONA BENZOATO ENANTATO DE
DE ESTRADIOL 17«£-HIDROXIPROGES
PUNTO DE o TERONA.,
FUSION. 128~ 331° 191 - 196 113.5-115 °
ROTACION +175 a +183 +58 a +63 +56
ESPECIFICA c=2, en dioxano c=2, en dioxano c=1l, en CH613
SOLUBILIDAD - en agua + en alcohol soluble en
+ en alcohol, acetona y poco aceite de
acetona,dioxano en éter y aceites sésamo 10-15
vegetales. mg/ml. éster
butil del dc.
levulinico

95-100 mg/ml.

233 241
ESPECTROS DE UV Amax241 Rmax Amax
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VI. ANALISIS DE LOS ESPECTROS DE INFRARCJO. (lo,17)

Para enantato de 174 - hidroxiprogesterona.
stretching de C-H de alcano bending

2950-2850 cm™*  ~CHp- , CHy 1445-1460 cm™*

Stretching para tipo carbonilo.

1730 en™  ~CH,CO-QR

Stretching para tipo carbonilo conjugado
1670 em™ ¢ = cH - ¢ =0

Stretching para tipo cetona

1725 cn™!  eH ¢ =0

Stretching de C-H etilénico
1620 em~t -HC = CH - 970 cm™

Para Progesteronsa

Stretching de C*H de alcano

2940-2860 cm™t —cH,T , CH, 1430-1450 cm™
Stretching para tipo carbonilo conjugado

1670 ¢&* ¢ = CH -C=0

Stretching para tipo cetona

3725 en™  CHyg=0

Stretching de C-H etilénico
1620 cm~t -CH = CH -

1

Para Benzoato de Estradiol
Stretching de Ar-H

3000, 1490 y 710 cm™
Stretching de C-H de alcano

2950-2860 cm™>  -CH,- , CH, 1445- 1450 cm™
Stretching de éster aril

1730 em™t Ar - CO-0-R

Fending de €~H deralcohol secundario
1260 em™"  “cH - OH

1

1
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