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4 INTRODUCCION

L INTRODUCCION

La preferencia en el uso de la Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucidn (CLAR)
para la cuantificacion de infinidad de compuestos, ha hecho que ésta sea perfeccionable y
actyalmente alcance avances notables. Esencialmente, ia cromatografia es un proceso de
separacion en el cual los componentes a separar se distribuyen en dos fases: una fase
estacionaria y una fase movil la cual se mueve a través de la primera. Entre ambas se

lleva a cabo el proceso cromatografico.

Asi, las diferencias entre estas fases y los cambios y combinaciones que pueden hacerse
entre ellas, permiten lograr separaciones complejas, que de ofra manera sedan
pricticamente imposibles, a! menos en cuanto a la pureza obtenida para cada

componente. *

El desarrollo de la cromatografia se remonta a 1906, cuando un botinico ruso llamado
Mijail S§. Tswett separé pigmentos vegetales, muy parecidos entre si quimicamente,
haciéndolos pasar en sentido descendente, a través de una columna de piedra caliza en
polvo, con ayuda de un disolvente y observd que dichos pigmentos se separaban en una
seric de bandas, cada una de ellas de distinto color, por lo que # esta técnica le lamd

“cromatografia” que etimologicamente significa: escritura en color.

La historia de la cromatografia de alta velocidad se remota a 1959, cuando Purnell y
colaboradores intentaron construir columnas de cromatografia de gases de alta
velocidad. En ese entonces, la cromatografia de gases se consideraba una técnica mucho
més rapida que la cromatografia liquida, porque se consideraba que las velocidades de
difusion de las sustancias en los medios gaseosos eran de cuatro a cinco veces mayores
que en los sistemas liquidos; sin embargo, en 1974 fue cuando se desarrollaron sistemas
de empacado de columnas y procedimientos que utilizaban alta presion para la
cromatografia liquida, se incrementé el interés y la aplicacién de ésta técnica.
Posiblemente Ja razon principal de este nuevo renacimiento de la cromatografia fue el

hecho de que la velocidad del analisis se relaciona con la economia (costos de analisis). 2
1
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La aceptacion de la Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién sobre la
cromatografia de gases en el anilisis farmacéutico se debe principalmente a su

selectividad y eficiencia mejoradas para la separacion de farmacos no volatiles.

Las técnicas por Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion ofrecen una sensibilidad
mayor et la deteccion, una mayor exactitud y reproducibilidad en e} analisis farmacéutico
ya sea durante su investigacién, desarrollo y anilisis de control de calidad cuando el

producto se encuentra en el mercado.

En la cromatografia liquida moderna las columnas pueden ser utilizadas repetidas veces,
los tiempos de anilisis son cortos, la deteccién y cuantificacidn son automatizadas, la
deteccion es practicamente inmediata y tiene una alta reproducibilidad. En cuanto a la
cromatografia tradicional es poco reproducible, 1a deteccion y la  cuantificacion es

manual.

Para lograr desarrollar un método por cromatografia de liquidos de alta resolucion es
importante conocer principalmente las propiedades fisicas y quimicas del analito, puesto
que de estas depende la seleccion de las fases moviles y estacionarias a emplear, la

deteccion que se va a realizar y saber si el anilisis es cuantitativo o cualitativo.> **

El anilisis cualitativo se refiere a la identificacion de las bandas separadas por
cromatografia de liquidos en base a los valores en el tiempo de retencidon de un
compuesto en un sistema cromatogréfico dado, ya que éste es caracteristico para dicho
compuesto. Con esto se da lugar a una alta capacidad de identificacion y con la finalidad
de corraborar el anélisis se pueden hacer pruebas de identidad del compuesto
(Espectroscopia, Calorimetria, Polarografia, Resonancia Magnética Nuclear, Anilisis
elemental, Espectrofluorometria e Infrarrojo).*
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La aplicacion mas utilizada de la Cromatografia de Liquidos de Alta Resoluci6n es en el
andlisis cuantitativo y para la optimizacion de éste requiere de cuatro atributos basicos:
resolucién, velocidad, carga y alcance. El alcance es la capacidad del sistema
cromatografico para separar mezclas de diversa polaridad, la carga estd relacionada
directamente al didmetro de la columna.

Se sabe que si se desea aumentar la resolucion se debe hacer mediante la obtencitn de
una mayor eficiencia en Ja columna, es decir aumentando el niimero de platos tedricos o

la selectividad de la fase mévil.

Para mejorar la velocidad de separacion se pueden utilizar particulas pequefias y
columnas ¢ortas operadas a una velocidad de flujo alta.

La mejorias necesarias en el sistema cromatografico pueden ser pocas o muchas
dependiendo si el método desarrollado fue el mejor considerando et nimero de pruebas
para la obtenci6n de las condiciones de andlisis, lo cual aseguraria su efectividad cuando

se realice la validacion del mismo. >3

El proceso de validacion de un método en particular esta basado en principios cientificos
adecuados y ha sido optimizado para propésitos practicos de medicion. Para una
aplicacién de fos criterios de evaluacién de un método analitico, prevalece ante todo la

experiencia y el criterio de la persona que lieva a cabo la validacion.*®

La validacion de métodos analiticos se define como un conjunto de evidencias que
establecen la capacidad del método analitico y la medida en que este satisface los

requisitos para las aplicaciones analiticas que se deseen. »*
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IL. OBJETIVOS

OBJETIVOS GENERALES

1.1. Desarrollar un método analitico por Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion
en fase inversa, para cuantificar Vitamina A contenida en una forma farmaceitica de

solucion oral.

L2. Validar el método analitico desarrollado para determinar Vitamina A (Palmitato de

Retinol) contenida en una forma farmaceiitica de solucion oral.

)
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.1 Desarrollar un método analitico para Vitamina A en solucién oral,
teniendo como base el método cientifico para obtener resultados
confiables y rapidos.

2.2 Validar €l método analitico de Vitamina A desarrollado, evaluando las
siguientes caracteristicas;
2.2.1, Linealidad de| Sistema,
2.2.2.  Linealidad del Método.
2.2.3, Precision del Sistema.
224, Precision del Método.
2.2.4.1. Repetibilidad.
2.2.4.2. Reproducibilidad entre dias.

2.2.4.3. Reproducibilidad entre analistas.

2.2.5, Exactitud del Método.
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1. HIPOTESIS

# Conocidas las propiedades fisicas y quimicas de la vitamina A (Palmitato de Retinol),
se¢ puede desarrollar un método analitico por cromatografia de liquidos de alta

resolucion para cuantificacién de la misma.

4 Al tener un método analitico por cromatografia de liquidos de alta resolucion de fase
inversa, para cuantificar Vitamina A en solucidn oral, puede demostrarse que existen

evidencias documentales de que el método es confiable.
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IV. GENERALIDADES.

4.1 VITAMINAS.
Las vitaminas son sustancias alimentarias auxiliares pero indispensables. Son compuestos
organicos que revisten de importancia para el mantenimiento de la funcidén normal de los

tejidos y que no se sintetizan en el cuerpo,

Las vitaminas se disuelven en el agua y en la grasa del cuerpo, las primeras son las
vitaminas del complejo B y la vitamina C que son hidrosolubles y no se almacenan en el
cuerpo, las liposolubles son las vitaminas A,D,E y K, se almacenan en el cuerpo y son

solubles en solventes,

Un consumo de alimentos variados garantiza en general un aporte suficiente de
vitaminas. El consumo deficiente conduce en su forma ligera a una hipovitaminosis ¥ en
su forma grave en avitaminosis, puede deberse a un aporte deficiente en los alimentos o
también a una alteracion de la absorcion o bien situaciones de estrés, por ello es
importante el conocimiento de Jas necesidades diarias de las vitaminas >’

Tabla 1. Necesidades vitaminicas medias del hombre a distintas edades.

VITAMINA UNIDAD LACTANTES NIN?S ADULTOS, MUJERES
< 4 ANOS NINOS EMBARAZA-

> 4 ANOS DAS

Vitamina A L8] 1 1500 2500 5000 8000
Vitamina D Ul 400 400 400 400
Vitamina E ur 5 10 30 30
Vitamina C mg 35 40 60 60
Tiamina mg 0.5 0.7 1.5 1.7
Riboflavina mg 0.6 08 1.7 2
Niacina mg 3 9 20 20
Vitamina B mg 0.4 0.7 2 25
Vitamina Bj; mg 2 3 6 8
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El hecho de que las vitaminas deben ser regularmente administradas a la dieta, implica
que continuamente se estin destruyendo y excretando durante el metabolismo. Esto se

ha verificado con estudios empleando isdtopos.

Se ha demostrado que la mayoria de las vitaminas sirven como componentes de

coenzimas especificas.’

4.1L.1. HISTORIA DE LAS VITAMINAS.

Los antiguos egipcios e Hipécrates en Grecia ( siglo IV A. C. ), conocian fos efectos de
una dieta a base de higado para remediar la ceguera nocturna. La presencia de escorbuto
entre los cruzados en el siglo XIII y la realizacion de su cura en 1520 por el médico
aystraliano Kramer, administrando frutos citricos, fue seguido de la introduccion de
jugos de lima y limon en la marina Inglesa para prevenir esta enfermedad.

El almirante japonés Takaki en 1880 obtuvo una disminucién notable de la enfermedad
nerviosa llamada beriberi, por aumentar el contenido de came y leche en la dieta.

E| primer trabajo experimental bien definido sobre las relaciones de las vitaminas en las
enfermedades fue realizado en 1896 en las Indias Holandesas por un médico militar
llamado Eijkman. Trabajé con el arroz descortezado que provocaba una enfermedad
nerviosa en los pollos, se concluyé que era por deficiencia de factores dietéticos en este

caso de la vitamina B, >

En 1912 Funk introdujo el término ‘“vitamina” para designar a aqueffos nutrientes
orginicos naturales y propuso que enfermedades como el beriberi, escorbuto, pelagra y
posiblemente raquitismo eran causados por la deficiencia o carencia en la dieta de

vitaminas.
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4.2.1 CLASIFICACION, "% 1% 12

Las vitaminas se subdividen generalmente en dos grupos basandose en sus propiedades
de solubilidad. La mayoria se disuelve relativamente facil en el agua y se les llama
hidrosolubles. Aquellas que son insolubles en este liquido, pero que se disuelven en

grasas ¢ en solventes de las grasas reciben ¢l nombre de vitaminas lipbsolub{es.

VITAMINAS
HIDROSOLUBLES LIPOSOLUBLES
# Acido l-Ascorbico 6 € Vitamina A
Vitamina C. € Vitamina D

4 Complejo B. 4 Vitamina K

*Tiamina ¢ Vitamina E

*Riboflavina

*Niacina

*Piridoxina

*Cianocobalamina.

*Acido Félico.
VITAMINAS HIDROSOLUBLES

Vitamina C.”'*

Es un antioxidante potente que participa en muchas reacciones de dxido-reduccion y
también se requiere para la sintesis de colageno. Incrementa la absorcidén de hierro no
hem y participa en el metabolismo de ia tirosina, la cicatrizacion de heridas y el

metabolismo de farmacos,
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La carencia  produce escorbuto, las manifestaciones  incluyen hemorragias

perifoliculares, papulas hiperqueratésicas perifoliculares, petequias y pirpura.

Vitamina B,
La tiamina en forma de pirofosfato de tiamina desempefia funciones importantes en la

descarboxilacion de «c-cetoacidos y en las reacciones de transcetolacion.

Su deficiencia produce beriberi que se caracteriza por neuritis periférica, insuficiencia
cardiaca o alteraciones cerebrales con encefalopatia de wernicke. Los sintomas incluyen

parestesia, debilidad muscular, depresién, confusion y falta de memoria.

Vitamina B, '*!*

La Rivoflavina es una coenzima flavina mononuclestido o flavina adenina dinucledtido.
Las manifestaciones de I carencia de riboflavina incluyen ulceraciones bucales, quelosis,
estomatitis angular, glositis, dermatitis seborreica, debilidad, vascularizacién corneal y

anemia.

Vitamina B; >’

Forma parte de por lo menos dos coenzimas importantes, el dinucledtido de
nicotinamida-adenina (NAD) y el fosfato de dinuclestido de nicotinamida adenina
(NADP).

. EINAD y NADP se encuentran en estado oxidado o reducido y en consecuencia pueden
actuar como aceptores o dadores de hidrogeno en muchas reacciones enzimaticas det

metabolismo intermedio.

La deficiencia causa la pelagra; se caracteriza por pigmentacion y lesiones de la picl
expuesta, alteraciones de la mucosa gastrointestinal con glositis, estomatitis, anorexia,

diarrea y por sintomas mentales similares a los de la deficiencia de tiamina.
16
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Vitamina Bs."”

Es en reatidad un grupo de sustancias estrechamente relacionadas que participan en el
metabolismo intermedio. Incluyen la piridoxina en si, el piridoxal, la piridoximina y sus
¢steres, siendo el 5-fosfato piridoxal el mas importante. Su carencia origina ulceras

bucales, dermatitis, lesiones nerviosas y anemia.

Acido fético."

Designa en general a un grupo de compuestos relacionados quimica y biologicamente
que sirven como vitaminas para ciertos organismos, incluyendo aves, mamiferos, varios
insectos y ciertos microorganismos. Se conocen varias formas diferentes de acido folico,
la més simple es la lmolécula llamada pteroilglutimico consiste en dcido ghutimico, 4cido
para-aminobenzoico y una doble estructura ciclica llamada pterina. Esta vitamina tiene
una funcién metabolica importante en la sintesis enzimatica del aminoacido serina a partir
del amino4cido glicina,

Vitamina By,. 7

Es una vitamina que actiia como factor de crecimiento para varios animales incluyendo al
hombre. La anemia perniciosa es el resultado de una absorcion insuficiente de la vitamina
en el tracto digestivo.

La vitamina By, funciona como parte de una coenzima en la interconversién de algunos

Acidos organicos.

VITAMINAS LIPOSOLUBLES.

Vitamina A ’

Fue descubierta en 1913 por McCollum y Davis, quienes la reconocieron como un factor »
nutricional liposoluble necesario para el crecimiento de Ias ratas, la ingestion excesiva
origina un color amarillo naranja en la piel. Las manifestaciones primarias son piel seca,
escamosa, pérdida de pelo, tlceras bucales, hiperostosis dolorosa, anorexia y vomito,
Uno de los primeros indicios de su deficiencia es la ceguera nocturna. Se comentard un

poco més sobre dicha vitamina en el siguiente apartado.
u



o0 GENERALIDADES

Vitamina D, ©
La vitamina D existe en diversos estados quimicos, uno de los cuales es un esterol

relacionado con el colesterol y lamado calciferol o vitamina D,

Se encontrd que bajo la exposicion de la luz uliravioleta un derivado natural del
colestercl llamado ergosterol se transformaba por medio de una serie de reacciones
quimicas en calciferol. E! ergosterol por si mismo es inactivo en la curacidn o prevencién
del raquitismo, a2 menos que se exponga a la luz ultravioleta y se transforme en calciferol,

lo mismo sucede con el compuesto 7-dehidrocolesterol.

En realidad el efecto de [a iuz solar o radiaciones ukiravioleta como preventivo o curative
del raquitismo se atribuyen a la conversion del 7-dehidrocolesterol inactivo de la piel a
vitamina D; Esta vitamina estimula de alguna manera la absorcion de iones calcio del

tracto intestinal, su papel metabélico no esta bien definido.

Vitamina E>™ P
La actividad de la vitamina E se deriva cuando menos de 8 tocoferoles naturales, el mas
potente de os cuales es el x-tocoferol; se considera que actia como antiéxidante,

protegiendo las membranas y otras estructuras celulares de ataques por radicales libres.

La carencta de vitamina E suele deberse a mala absorcion grave, al transtorno genético
abetalipoproteinemia y en nifios a enfermedades crénicas colestaticas del higado, atresia

biliar o fibrosis quistica.'* '**¢

Vitamina K. 7
Fue descubierta desde 1930 como un factor esencial en la dieta de los pollos para
prevenir las hemorragias corrigiendo el tiempo de coagulacién (antihemorrigica). De

acuerdo con esto se le designo vitamina K o vitamina de la coagulacién.

12
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La irregularidad de la coagulacion de la sangre es ¢l sintoma principal de su deficiencia,

condicidn que puede ser extrema por ocasionar hemorragias profusas a partir de heridas

o lesiones relativamente pequefias, a las cuales sigue un estado de shock y luego la

muerte.

La deficiencia dietética de vitamina K es muy rara en los mamiferos debido a que las

bacterias intestinales sintetizan esta vitamina en cantidades suficientes para llenar las

necesidades del huesped.

Tabla 2. Vitaminas comunes, sus funciones principales y fuentes alimentarias comunes.

Crecimiento de las células del

Grasas animales, mantequilla,

cuerpo. queso, crema, clara de huevo y
Vision, piel y cabello saludables|leche entera.
e integridad del epitelio. Higado y aceite de higado de
pescado.
Frutas y verduras amarillas y
verdes.
VITAMINA B, |Metabolismo de los carbo- |Pescado.
Tiamina, hidratos. Camne magra y de ave de corral.
Funcionamiento de! sistema Glandulas.
nervioso. Leche.
Digestidn normal, Cereales de grano entero.
Previene el beriberi. Guisantes, frijoles y cacahuates.
VITAMINA B; | Metabolismo de carbohidratos, | Carne magra e higado.
Niacina lipidos y proteinas. Pescado
Componente de enzimas, Guisantes y frijoles.
Previene la anorexia. Cereales de grano  entero.
Previene 12 pelagra. Cacahuates.
Levadura.
Huevos.
VITAMINA B; |Formacion de ciertas enzimas, Huevos.
Riboflavina. Crecimiento normal. Verduras de hoja verde.
Adaptacion visual a la luz. Carne magra.
Leche.
Granos enteros.
Levadura seca.
VITAMINA B; | Salud de encias y dientes. Cereales de grano entero y
Piridoxina. Formaci6n de eritrocitos. germen de trigo.

Metabolismo de carbohidratos,
lipidos y proteinas.

Verduras.
Levadura.
Carne roja.

13
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Metabolismo de proteinas. Higado.y rifidn.
Formacion de eritrocitos. Productos de granja.
Estado saludable de los tejidos | Carne magra.

del sistema nervioso.
Previene la anemia perniciosa.

ACTDO Metabolismo de las proteinas. Verduras de hoja verde.
FOLICO Formacién de los eritrocitos. Glandulas.
Funcidn intestinal normal. Levadura,

VITAMINA C |Huesos, dientes y encias salu-|Citricos y sus jugos.
Acido ascorbico | dables. Tomate.

Formacion de vasos sanguineos | Bayas.

incljdas las paredes de los{Col

capilares. Verduras de hoja verde.
Cicatrizacion apropiada de huesos{Papas.

y otros tejidos.

Facilita la absorcion del hierro y el
jcido folico.

Previene el escorbuto.

VITAMINA D | Absorcién de calcio y el fosforo. | Aceites de higado de pescado,
Previene ¢l raquitismo. salmén, atin,

Leche.

Yema de huevo.

Mantequilla.

Higado.

Ostras.

VITAMINA E | Formacidn de eritrocitos. Aceite de germen de trigo.
Protege a #&cidos grasos esen-| Verduras de hoja verde.
ciales, Margarina.

Armroz.

VITAMINA K | Sintesis de protrombina. Higado.

Huevos. .
Verduras de hoja verde.
Actividad enzimatica. Yema de huevo.
BIOTINA Metabolismo de  carbohidratos, ; Verduras de hoja verde.
lipidos y proteinas. Leche.

Higado y rifion.
Levadura.

14
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4.2.VITAMINA A,

1. QUIMICA.
NOMBRE QUIMICO : 3,7 - dimetil - 9-( 2 ,6, 6 -trimetil -1-ciclohexen - 1 -il) 2 4,
6, 8-nonatetraen -1 ol .
FORMULA CONDENSADA : C1HsO:

FORMULA DESARROLLADA :

CH: CH: CH; CH,
| |
CH=CHC=CHCH=CHC= CHCI-I;Q
((;Hz)u

CH,

Fig 1. Formula desarroliada de vitamina A (palmitato de retinol)

Quimicamente 1a vitamina A se deriva de un hidrocarburo de enlaces conjugados, &
Bamado isopreno, y de un nicleo ciclico contenido en el B -ionona . El isopreno es el

metil -2 -buta -dieno, cuya formula desarroflada es la siguiente :

CH,=C-CH=CH;
|

CH,

Es un hidrocarburo extraordinariamente importante en biologia y en la industria; es fa
sustancia madre def caucho sintético y de otros polimeros industriales . El f-ionona es
una sustancia de olor muy parecido al aroma de las violetas y constituye la esencia de

violetas, posee un nucleo ciclico de naturaleza especial. i

15
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La vitamina A esta constituida por dos radicales isoprénicos y un ciclo p-ionona. Se
encuentra en los organismos animales, pero en el reino vegetal se hayan difundidas unas
sustancias que tienen composicion quimica muy semejante a ella, son las carotinas
(llamadas asi por obtenerse de las zanahorias, en gran proporcién ), la criptoxantina
cbtenida del maiz amarillo y otras muchas que engloban los flamados carotenoides.
Muchas tienen la actividad de la vitamina A cuando son ingeridas por los animales, por lo
que se les ha dado el nombre de provitaminas. Es comin a todas ellas el poseer una
cadena de restos de isopreno que enlaza dos nicleos. Los nicleos de ionona pueden ser
o, B, ¥, segin la posicion det doble enlace, el ionén de la vitamina A es el B, la Gnica

carotina cuyos dos micleos extremos estan unidos por P - iondn.

La actividad biclogica esta en intima relacion con su constitucion quimica y bastan
pequefiisimas alteraciones de la molécula para que desaparezca, por ejemplo el cambio
de posicion de un doble enlace, la ruptura del anillo iondn, la introduccion de una
funcion alcohdlica, ta hidrogenacion de los dobles enlaces, etc. Ademas de la vitamina A
descrita , que procede de los higados de peces de agua salada, se encuentra en los peces
de agua dulce un vitimero, que se distingue del anterior por poseer un doble enlace

adicional en el nicleo iondn; se le denomina vitamina A ;.

La vitamina A o retinol es un alcohol primario isoprenoide con 5 enlaces dobles. La
vitamina A sufre oxidacion atmosférica, especialmente en presencia de luz y calor, pero

en solucidn oleosa es bastante estable.

La esterificacion aumenta la estabilidad de la vitamina A, por ello la vitamina A sintética
especialmente ¢} acetato y palmitato, son los ésteres que existen en las fuentes naturales y
en el organismo. Otro derivado de la vitamina A, pero su uso es local, es la tretinoina o
acido retinoico ( Airol ) que se obtiene por oxidacion del retinol y es un metabolito del
mismo. En los aceites de peces de agua dulce existe la vitamina A ; o 3- dehidrorretinol,

su actividad es de airededor de 40 % con respecto a la vitamina A, o retinol 2
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TRETINOINA O ACIDOQ RETINOICO,
ACIDO TODO-TRANS-RETINOICQ

B-ionona

COOH
~NOW W W

VITAMINA A, ACETATO O PALMITATO.

CH;
t ACETATO
.- COo
/CHzo;_
N .
NWRNVN c co
i
(CH.)is  PALMITATO
l

CH;

VITAMINA A O RETINOL

MNANAS CHEOH WN
—_—p
-—
HOH,C
B- IONONA NEOVITAMINA A

11 - Cis - Retinol

Fig 2. Estructuras de ésteres de Ia vitamina A.
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Carotenoides y vitamina A

Los carotenoides son los pigmentos responsables de 1a mayoria de los colores amariltos
y anaranjados de las frutas y verduras. Quimicamente se clasifican como terpenoides,
sustancias detivadas en la naturaleza del intermediario metabdlico acido mevalénico. Se
encuentran carotencides en todos los tejidos fotosintéticos, junto con las clorofilas, asi
como en una serie de tejidos vegetales no fotosintéticos, como componentes de los

cloroplastos. ™

De los diversos carotenos, solo el B- caroteno { dos moléculas de retinol unidas extremo
cOn extremo) se rompe en la mucosa intestina! para dar dos moléculas de retinal, el
aldehido derivado del retinol, ¢l y-caroteno es solo la mitad de activo que el P- caroteno.
Por lo tanto otros compuestos como el licopeno (pigmento rojo de los tomates) , en el

que ningtn anillo puede dar retinol, son inactivos.

IL BIOGENESIS DE LA VITAMINA A, '* 16"

La vitamina A es un producto de desintegracion de la provitamina A o f§ -caroteno que
se encuentra en las partes verdes y amarillas de los vegetales , abundando especiaimente
en la zanahoria, espinaca, lechuga, tomate, maiz amarillo y durazno. La provitamina A es
un pigmento vegetal correspondiente al grupo general de los carotenoides ; existen en
realidad varios carotenos, pero el principal es el B - caroteno, hidrocarburo complejo,
con dos anillos de P - ionona, que se desdobla en el intestino y en el higado con dos
moléculas de vitamina A aldehido o retinal y se transforma luego en retinal por la

retinorreductasa del intestino, ' '*
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1. ACCIONES FARMACOLOGICAS. '+ ®
Relaciones entre estructura y actividad farmacologica. %"
La estruciura amular de P-ionona es indispensable para la actividad farmacolégica de la
vitamina A, debe presentar un doble enlace entre carbonos 5 y 6 -refinol, y la
hidrogenacion del mismo suprime dicha actividad; la presencia de otro doble enlace entre
los carbonos 3 y 4 -3 dehidrorretinol -disminuye la actividad farmacologica. El retinol
posee una funcién alcohol primario en el extremo de la cadena lateral y la transformacion
de {a misma en ¢! aldehido -retinal- o ¢n acido - dcido retindico- que no modifica la
actividad biologica, como tampoco la esterificacion, y entonces los compuestos poseen

una potencia en relacion con su contenido en retinol,

Se tiene que una U L de vitamina A equivale a:

0.344 ug de (todo) - retinil acetato

0.550 ug de (todo) - retinil palmitato

0.6 pg de (todo) -trans B-caroteno ¢ 1.2 ug de provitamina A.

La vitamina A en los alimentos como equivalentes de retinol:
1 ER = 1 pg de (1odo) - trans retinol.
1 ER = 6 pug de (todo) -trans B-caroteno

IV. FARMACOCINETICA. ( ABSORCION, DISTRIBUCION Y
ELIMINACION) 141

o ABSORCION:
En dosis normales, la vitamina A se absorbe ficil y completamente si la absorcion de las

grasas es normal. Las dosis altas en pacientes con absorcidn deficiente de grasas,
ingestion baja de proteinas o enfermedades hepética o pancredtica, pueden absorberse de

maners incompleta.
9



o GENERALIDADES

Se absorbe facilmente en el intestino delgado y como es fiposoluble, dicha absorcion esta
relacionada con la de las grasas, requiere bilis y lipasa pancreitica. Si se emplea una
dispersion acuosa micelar ( emulsion clara ), la absorcién es mas rapida y completa. Por
via parenteral se absorbe bien pero es dolorosa y puede producir enquistamiento;
también se absorbe por la piel.

e DISTRIBUCION :

La vitamina A, al atravesar la pared intestinal durante la absorcién -via linfitica - se
esterifica formando palmitato de retinol ,pasando como tal a la sangre . Se almacena en
las células de Kupffer del higado ( 95 % ). Los depositos normales def adulto en el
higado son suficientes para proporcionar requerimientos de la vitamina A por 2 afios.
Cantidades menores de palmitato de retinil se almacenan en rifiones, pulmones,
suprarrenales, retina y grasa intraperitoneal.

Desde el higado se libera a la circulacion en forma de retinol que circula combinado con
ia az-globulina (la proteina de enlace del retinol PER ). No cruza la placenta.

Los analisis de los valores en la sangre pueden no reflejar ¢l almacenamiento hepatico de
vitamina A porque los valores séricos dependen en parte de PER circulante,

e METABOLISMO Y EXCRECION

Se metaboliza en tres formas : a) oxidacién con formacién de acido retinoico (activo)
especialmente en el higado, con degradacién posterior y formacion de metabolitos 1o
bien identificados inactivos hidrosolubles, que se excretan en la orina y b) conjugacién
del retinol y del 4cido retinoico con el 4cido glucurdnico a mivel del higado, con
eliminacion de los conjugados a la bilis, que se reabsorben parcialmente- circulacién
enterohepitica- y el resto se elimina con Jas heces; ¢) muy poco de la vitamina A se
excreta por los emuntorios. La vida media del retinol ( unido a la proteina de enlace ) es

de alrededor de 4 horas.
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V. PROPIEDADES FISICOQUiMICAS.* %

Solubilidad.

La vitamina A es insoluble en agua; soluble en alcohol, en dietit éter, éter de petroleo,

cloroformo, acetona, grasas y aceites.

El B-caroteno es insoluble en agua, muy soluble en alcohol, grasas y aceites, soluble en

éter, acetona, cloroformo y benceno.
VL ESTABILIDAD >

La vitamina A por su estructura quimica insaturada sufre una reaccion de oxidacién. Con
el oxigeno atmosférico, se forma el 5,6-epoxido entre otros productos de oxidacién. Los
ésteres acetato y palmitato de vitamina A son algo més estables ante Ia oxidacion por el
alcohol libre que presentan (figura 2). El palmitato de retinol es extremadamente sensible
a los medios 4cidos, lo cual causa rearreglos de los dobles enlaces y deshidratacion,
eventualmente sigue una isomerizacion cis-trans. La isomerizacion ocumre por
almacenamiento a pH's menores a 4.5. no se ve afectada por agentes reductores y es
relativamente estable en medios alcalinos.

La isomerizacion cis-trans se encuentra directamente promovida por la luz de longitudes
de onda menores a 500 nm, depende de la longitud de onda y del solvente empleado.

Landers y Olson (1986) demostraron que las soluciones de todo-trans-retinil palmitato
en cloroformo y diclorometano experimenta isomerizacion al exponerse a la luz por 23
horas, la mezcla contiene aproximadamente cantidades iguales de 9-cis y todo-trans-

retindl palmitato. En hexano experimenta una escasa isomerizacion,
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En general los carotencides son destruidos o alterados por 4cidos y halégenos libres,
particularmente en presencia de luz y alta temperatura, se forman mezclas cis-trans de
estructuras todo-trans. Se oxidan en presencia de oxigeno o agentes oxidantes
{catalizados por luz fluorescente y lipoxigenasa). El sitio inicial de ataque es el doble

enlace 5,6 de la cadena dando la formacion de un epoxido en la cadena.

En los medicamentos y alimentos los esteres de retinilo y carotenoides se disuelven en
una matriz grasa, se protegen de la oxidacion dada por accion del oxigeno atmosférico
usando vitamina E y otros antioxidantes. El antioxidante intercepta el oxigeno, sufriendo

oxidacion en el proceso.

Uno de los problemas de la oxidacion es la produccion de perdxidos activos que

producen rancidez y finalmente destruyen la vitamina A y carotenoides,
VIL MECANISMO DE ACCION !4

No se conoce en qué la vitamina a influye sobre la integridad de los epitelios, pero en
cambio si s¢ sabe el papel que desempeiia en Ia vision en la oscuridad mediante el ciclo
visual de la rodopsina. Se sabe que fa vision en la oscuridad depende esencialmente de ia
presencia en los bastones de la retina del pigmento rojo rodopsina (combinacion de una
proteina, la opsina y un grupo prostético, el retineno o retinal), el primer paso de la
sintesis de la rodopsina es la transformacién de ia cis -vitamina A u 1l-cis -retinol
(neovitamina A ) en cis -retineno u 11 -cis retinal ( neorretineno b ), mediante la enzima
alcoholdeshidrogenasa o retinorreductasa, con intervencién del nicotinamina-
dinucledtido (NAD) o coenzima Y. Se combina entonces con la opsina para formar
rodopsina desdoblandose, sufre una reaccidn previa a cis-retineno en frans-retineno o
todo -trans -retinal ( vitamina A aldehido ) -por la enzima retineno isomerasa, en este
altimo y opsina; el frans- retineno puede pasar directamente a cis-retineno o bien
transformarse en frams- vitamina A o fodo -frans -retinol - por la enzima alcohol-

deshidrogenasa - que nuevamente pasa a cis -vitamina A, para repetir el ciclo.
12
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VIIL DEFICIENCIAS V> 18

Las acciones farmacologicas de la vitamina A, como todas las vitaminas son diferentes
segiin se ejerzan en un individuo normal o en el que padezca de carencias vitaminicas, La
mejor compresion de la actividad de una vitamina cualquiera se obtiene considerando los
fenomenos de carencia. En el caso de Ia vitamina A las alteraciones mas importantes que

produce su falta son las siguientes:

1. Alteraciones oculares.

Ceguera nocturna o falta de adaptacion de la retina a la oscuridad, desecacion de la
cenjuntiva, aumento de la sensibilidad de la misma a las infecciones y por ultimo,
quertomalacia.

La funcién més estudiada de la vitamina A es en el proceso visual. La retina del hombre
posee dos sistemas fotorreceptores diferentes. Los bastones que son los componentes
estructurales de un sistema especialmente sensibles a la luz de baja intensidad. Un
aldehido de !a vitamina A especifico es esencial para la formacién de rodopsina (la
porcion glucoproteica de alto peso molécular del pigmento visual contenido en los
bastones).

2. Transtornos catineos .

Desecacion de la piel y disminucién de la inmunidad. También aparecen alteraciones del
color y del cabello, por 10 que la vitamina A contribuye al mantenimiento de la integridad
de las membranas epiteliales de modo que en casos de deficiencia las estructuras
normales pueden ser sustituidas por epitelio queratinizante estratificado en los ojos y
glandulas paraoculares y en los tracto respiratorio y genitourinario. Las células basales °
no pierden sus funciones a estas condiciones, por lo tanto son capaces de retornar a la
normalidad cuando se absorbe suficiente vitamina A,
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3. Alteraciones del sistema glandular del organismo

4. Alteraciones del aparato digestivo .
Comienzan en el sistema dentario y llegan hasta el intestino con tendencia a formar

heces diarreicas y sanguinolentas.

5. Alteraciones de las vias respiratorias.

Como produccién de bronquitis y modificaciones en el epitelio.

6. Alteraciones del sistema nervioso ceniral.

Casi siempre se trata de polivitaminosis.
IX. HIPERVITAMINOSIS ' 12 2!

La administracién de dosis elevadas de vitamina A durante periodos prolongados
produce fenémenos de hipervitaminosis, caracterizados por hipertrofias 6seas, pérdida de
apetito, caida del cabello y niveles elevados de vitamina A en la sangre. En los lactantes
la hipervitaminosis A produce agitacién, insomnio e hidrocefalia con prominencia de las
fontanelas. El higado del atan y del oso polar son téxicos para el hombre por su elevado
contenido en vitamina A, Los sintomas son reversibles y desaparecen al suprimir la

administracion de vitamina A

En algunas alteraciones patologicas, que con seguridad no son debidas a carencia de
vitamina A, el axeroftol produce algunos efectos de interés, por ejemplo, si se les
administra a los enfermos de Basedow. grandes dosis, mejora el estado general y
desciende la cifra de su metabolismo. La vitamina A también produce aumento de peso,
en especial en los nifios. Por otra parte favorece la epitelizacion de las heridas cuando se

aplica localmente.
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También tiene accion beneficiosa en los transtornos alérgicos, sobre todo cuando radican

en las vias respiratorias.

La administracién cronica de 50.000 a 75.000 Ul de vitamina A por dia induce
alteraciones patologicas en los tejidos dseos y peridsticos, piel y mucosas, higado y

alteraciones en €l comportamiento.
X. CONTRAINDICACIONES Y PRECAUCIONES. ™

La vitamina A esta contraindicada en pacientes con hipervitaminosis A v en aquellos con
sensibilidad a la vitamina A u otros ingredientes en los preparados disponibles en &l

comercio . El uso intravenoso estd contraindicado porque puede causar anafilaxis mortal.

La ingestibn de vitamina A de alimentos fortificados suplementos dietéticos,
medicamentos de autoprescripcion y con receta deben valorarse. La administracidn
prolongada de dosis que exceden 25,000 Ul/dia requiere estrecha supervision.

No se ha establecido la eficacia de grandes dosis sistémicas de vitamina A en el

tratamiento del acné ; se evita este uso por €l potencial toxico que presenta.

XL REACCIONES ADVERSAS. " #
1.as reacciones adversas solo suelen observarse con la toxicidad ( hipervitaminosis A ).
» Hemdticas : énemia hipoplasica, leucopenia.
# SNC : irritabilidad, cefalea aumento de presion intracraneal, fatiga, letargo, malestar.
s QGastrointestinal : anorexia, dolor espigdstrico, diarrea, vomitos .
¢ Hepiticas: ictericia, hepatomegalia.
« Metabdlicas = hipercalcemnia.
o Dérmicas : alopecia, resequedad, agrietamiento, descamacién masiva, aumento de

pigmentacion, fisuras de los labios.
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¢ Oftras : sudacion nocturna; esqueléticas -crecimiento lento, descalcificacion osea,
fracturas, hiperostosis, periostitis dolorosa, cierre prematuro de la epifisis, artralgias
migratorias, engrosamiento cortical en el radio y la tibia, fontanelas abultadas,

esplenomegalia.

XII. PRESENTACIONES FARMACEUTICAS " - %

Vitamina A ,F.N.A. (USP ; FP ) ( Roavit , NR ; Atunol , NR ; Aquasol A , NR .
Hidro, NR ; Vitalfa , NR )} . Con retinol natural o sintético a sus ésteres en solucién
oleosa o no bien preparados hidromiscibles en forma de dispersion clara micelar en agua.

En el comercio existen :

e Vitamina A uatural: cipsulas de 50,000 U1, granulado , 50,000 y 100,000 U:I por
10g,

¢ Vitamina A sintética: grageas de 50,000 y ampollas de 1 ml con 300,000 U:I (

solucidn oleosa ),

¢ Vitamina A hidromiscibles: capsulas y perlas de 50,000 y 100,000 U-I ( natural ) y
frascos de 7.5ml ( 1 ml corresponde a 150,000 U1, sintética ).

e Tretinoina ( icido retinoico ) USP , se expende en crema al 0.05, 0.1y 0.2 % yen
locién al 0.05 %, aplicacitn local.
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XIH. VIAS DE ADMINISTRACION Y DOSIS "%

La via de eleccion para vitamina A, universalmente empleada, es la oral. La via
intramuscular, poco utilizada aunque efectiva, se indica cuando la primero no se pueda

usar, por ejemplo en caso de vomitos.

La dosis usual es de 15 mg o sea 50,000 Ul por dia, los limites son 1.5 mg a 150 mg
(5,000 a 500,000 Ul) en los nifios las dosis terapeiticas son las del adutto.

XIV. INDICACIONES TERAPEUTICAS Y PLAN DE ADMISTRACION "'

1. Deficienciz de vitamina A.

En los casos de xeroftalmia y cuando el nivel ptasmético de vitamina A es bajo, menor de
10 mcg o sea 30 UL/100ml, debe instituirse una dieta rica en provitamina y vitamina A
(leche, manteca, huevo, vegetales verdes) ¢ un tratamiento con dicha vitamina a la dosis
de 15 2 30 mg o sea de 50,000 a 100,000 unidades internacionales por dia. Puede
afiadirse vitamina E para facilitar la absorcion y almacenamiento de vitamina A, a razdn
de 50 mg de 1a primera por 100,000 UI de la segunda.

2. Uso local.
Se utiliza la tretinoina en forma de crema o locion, en aplicacién de 0.05 % una o dos
veces por dia, para el tratamiento del acné, debiendo durar el mismo 3 0 4 meses pero sin

extenderse a un afio.

3. Suplemento alimentario y profilaxis.

Durante el embarazo, lactancia, ictericia obstructiva y en los niiios pequefios sometidos a
alimentacion artificial, conviene suplementarla con vitamina A admiristrando diariamente
1.5 mg o 5000 UL
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XV. INTERACCIONES MEDICAMENTOSAS. ' ®

La unica a considerar es con respecto al aceite mineral o vaselina liquida cuya ingestion
junto con vitamina A puede llevar a una disminucion de la absorcién digestiva de esta

ultima.

4.3. CROMATOGRAFIA, ' 2

La cromatografia s la separacion en base a 1a diferencia en las velocidades de migracién
de los compuestos de una mezcla a través de una fase estacionaria cuando son
arrastrados por una fase movil,

La fase estacionaria puede ser un solido o un liquido y ta fase mdvil un quido a un gas.
4.3.1 CLASIFICACION DE LA CROMATOGRAFIA '-2*
St se clasifica de acuerdo al mecanismo de separacion, la cromatografia se puede dividir

en dos grandes ramas:

a) Cromatografia de gases. Cuando la fase movil es un gas. Esto da lugar a dos
alternativas:

#* Cromatografia Gas-sélido: Cuando la fase estacionaria es un solido. El proceso de
separacidn es por adsorcion.

% Cromatografia Gas-liquido: Cuando [a fase estacionaria es un liquido. El proceso

de separacidn es por particion.

b) Cromatografia de liquidos: Cuando la fase movil es un liguido. En este caso los
fendmenos de separacion pueden ser muy diversos:

¥ Cromatografia Liquido - Liquido: Cuando lz fase estacionaria es un liguido, Ei

proceso de separacion es por particion.
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¥ Cromatografia Liquido - Solido: Cuando la fase estacionaria es un solido, como
silica, alimina, carbon, tierra de diatomeas, etc. El proceso de separacion es por

adsorcion.

¥ Cromatografia de intercambio iénico: Cuando existe un intercambio de los iones
de 1a fase estacionaria con los componentes de la mezcla. La fase estacionaria es

un solido reticulado que posee iones.

¥ Cromatografia de Exclusion Molécular: La fase estacionaria es un solido
reticulado, con un tamafic de los espacios caracteristico y especifico, el cual
permite o excluye fa entrada en la fase de las moléculas de l1a sustancia de acuerdo

a su tamaito.

Otra manera de clasificar es en base al tipo de empague presente en la columna, los mas
ampliamente utilizados son los empaques de fase enlazada. Este tipo de empaques es
muy estable, debido a que la fase estacionaria est2 enlazada quimicamente al soporte y

por lo tanto no se elimina o se pierde facilmente.

Existe una amplia variedad de grupos funcionales en los empaques enfazados
quimicamente que permite tanto realizar de manera relativamente simple tanto

cromatografia normal como una en fase inversa.

Se ha mencionado tanto la fase normal como la inversa. A continuacién se hard una
descripcion de estos tipos de cromatografia ademés de otros usados en la actualidad.

) Fase normal. '™

En la cromatografia de fase normal, el lecho estacionario es de naturaleza fuertemente
polar y la fase movil es apolar. Las muestras polares quedan retenidas en la columna

durante tiempos mayores que los materiales menos polares o apolares.
29



Y GENERALIDADES

Se emplea para muestras mas polares y solubles en agua y el orden de elucién de los
solutos es similar al de 1a cromatografia de adsorcion. Dentro del proceso de adsorcion
en la cromatografia en fase normal, la seleccion de la fase mévil se puede efectuar con la
ayuda de ta escala de Hildebrand, que clasifica los diferentes solventes utilizados como
fase mévil de acuerdo a £° (fuerza de sotvente).

- Puesto que el proceso de adsorcion implica una competencia por los sitios activos del
soporte, la adicién a una fase movil poco polar de un liquido polar, llena selectivamente
muchos puntos activos, originando un ripide aumento de la potandad efectiva de la fase
mévil,

Es necesario una fase mévil polar para lograr eluir de la columna los compuestos polares,
pero si la fase movil es demasiado polar, competira con las moléculas de la muestra por
los puntos activos de la fase estacionaria, originando una reduccion de k* entre los

componentes de la muestra.

b) Fase inversa, ' *
El lecho estacionario es un liquide menos polar y el polar la fase movil, la cual se emplea

para separar muestras con poca solubilidad en el agua.

Las columnas de fase enlazada de Octadesilsilano son las de mayor uso. En esta

cromatografia las fases moviles habituales son mezclas agua-metanol o agua-acetonitrilo.

La difusién de la fase inversa se debe a un factor clave: la silica gel (como también la
alimina), es de material fuertemente higroscopico. El agua adsorbida, que forma capas
simples o multiples alrededor de la particula y llega a tapar sus poros, es responsable de
la pérdida de actividad de Ia fase estacionaria en fase normal, o al menos, conduce a
mecanismos mixtos de retencién: por una parte, fenémenos de adsorcion debidos a los
silanoles superficiales de la fase estacionaria y por otra, a mecanismos de particion entre

la fase movil y el agua retenida sobre la fase estacionaria.
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Los cambios de pH en la fase mévil pueden cambiar la selectividad de la separacion para
los solutos ionizados o ionizables ya que las moléculas cargadas se distribuyen

preferentemente en la fase mas polar o acuosa.

Cuando se analizan muestras complejas, o muestras cuyos componentes poseen valores

muy diferentes del factor de capacidad, resulta util la elucién por gradiente.
Las ventajas de la cromatografia en fase inversa pueden resumirse asi:

+ Compuestos no idnicos, idnicos e ionizables pueden ser separados en la misma
columna, con la misma fase mévil.

+ La fuerza de atraccién supetficie no polar-soluto es débil.
4+ La adsorcidn irreversible, frecuente en silicagel, raramente ocurre.
4+ La fase movil predominante es agua, abundante y econémica.

+ El modificador organico predominante, metanol, es accesible en calidad y

precios adecuados.
+ El orden de elucién es predecible, en funcién de Ia hidrofobicidad del analito.

4 Se necesita poco tiempo para el equilibrio del sistema luego de un cambio de
fase mévil.

31



B GENERALIPADES

¢) Cromatografia de intercambio iénico ' =

La cromatografia de intercambio ionico fué la primera en usarse bajo las condiciones de

la cromatografia liquida moderna.

La cromatografia de intercambio idnico se lHeva a cabo en empaques que poseen grupos
funcionales cargados. El mecanismo de retencion mas comun es un simple intercambio
i6nico de los iones de la muestra X y los iones de la fase movil y con los grupos cargados

R de la fase estacionaria:

X-+R'Y Y +RX intercambio aniénico.
X'+RY oY +RX intercambio catidnico.

Para el intercambio aniénico, el ién de la muestra X estd en competencia con la fase
mévil Y~ por los sitios idnicos R’ del intercambiador ionico. De manera similar, en el
intercambio catidnico los cationes de la muestra X compiten con los cationes de la fase

mévil Y* por los sitios ionicos R del intercambiador.

La diferencia en la retencion estara en la mayor o menor interaccion que tengan estos
iones con el intercambiador. El empleo de esta técnica es principalmente para la
separacion de 4cidos organicos y bases que pueden existir como iones bajo condiciones

adecuadas de pH.

Por lo tanto, est2 ionizacion, y por ende, la mayor o menor retencion de los solutos
podré controlarse con variaciones de pH en la fase movil. Un incremento del pH
producirs una mayor ionizacion de los acidos y una menor ionizacion de las bases y

viceversa.
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Muchos intercambiadores idnicos en cromatografia de liquidos consisten en fase
estacionaria polimérica con grupos ionicos funcionales, por ejemplo, SO; para

intercambiadores catidnicos y grupas -N(CHa);* para intercambiadores anidnicos.
La retencion de la muestra dependera de dos procesos:

1) Distribucion de los compuestos entre la fase moévil {(acuosa y una fase

estacionaria(organica).
2} Reaccion con los sitios idnicos en la fase estacionaria.

En la cromatografia de intercambié idnico se emplean empaques tales como: particulas
poliméricas porosas, particulas peliculares de fase enlazada y particulas porosas de fase
enlazada.

La fase movil en la cromatografia de intercambio idnico se selecciona para:
1) proporcionar fa solubilidad adecuada a las sales y soluciones reguladoras necesarias
para ¢l intercambio; 2) controlar Ia retencion de los componentes de la muestra mediante

el uso del solvente adecuado y 3) proporcionar selectividad en la separacion. 2>

La retencion er la cromatografia de intercambio ibnico puede controlarse con la
variacidn del pH en la fase moévil, por ejemplo, una base no ionizada [ B ] en la fase
movil y Ia base ionizada [ BH' ] en la fase estacionaria estén relacionados por la

variacion de la ecuacion de Henderson-Hasselbach.
Log({BV[BH']) = pH - Pka

donde se observa que la concentracion de [B] es directamente proporcional al pH, por lo

que un incremento del pH proporcionara una dismimucion de k'(factor de capacidad).
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El incremento de pH en el intercambio catidnico eguivale al incremento de la fuerza de
solvente, de la misma manera, una disminucion de pH en el intercambio anidnico es

equivalente a un incremento de a fuerza de solvente
d) Cromatografia de par idnico

A esta técnica se le llama también cromatografia de 16n apareado. Puede llevarse a cabo
en fase normal o en fase reversa. La fase movil consiste en una solucidén amortiguadora
acuosa (mas un cosolvente orginico como MeOH o CH;CN) y un contra-ion de carga

opuesta a la de la molécula de la muestra.
¢) Cromatografia de exclusién

Este tipo de cromatografia también se conoce como filtracidn en gel, permeacién en gel
y exclusién molecular. Originaimente se limita a columnas de geles organicos blandos.

Actualmente se cuenta con geles rigidos del tipo divinilbenceno.

La cromatogafia de exclusidn se comporta como un tamiz: las moléculas mas pequefias
entran a los poros mientras que las mas grandes, al no poder entrar, se excluyen y salen
rapidamente de la columna. Su uso frecuente es en el andlisis de polimeros de elevado

peso molécular,

PROCESO CROMATOGRAFICO 27

La fase movil arrastra las moléculas a través del lecho de la fase estactonaria. Durante su
recorrido las moléculas de la muestra son retenidas por ia fase estacionaria en funcion de
la interaccion entre los componentes de ta muestra y la fase estacionaria y movil, esta

interaccion es selectiva.
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Fig 3. Separacion de una mezcla hipotética de 3 componentes.
1 Aplicacion de la muestra ( Previo acondicionamiento de la columna y tratamiento
de [a muestra),
2. Paso de 1a fase movil { solventes ) a través de la columna arrastrando la muestra
{ se inicia la separacion de los componentes ).
3. Migracion y separacion de los componentes que se incrementan conforme la fase
mévil ha recorrido una mayor distancia.
4, Los componentes se han separado completamente en forma de bandas a lo largo

de la columna.

4.3.2, EQUIPO> "2

Actualmente no hay ningiin equipo que sea el mejor, ya que las necesidades para resolver

un problema especifico pueden resolverse de manera diferente.

Los equipos pueden ser con Jnidades modulares o totalmente integrado, pudiera ser una
ventaja el tener un eguipo modular ya que para cada parte del equipo existen
constantemente mejoras pudiendo introducirse como se requiere sin necesidad de

cambiar o modificar el equipo completo.
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El equipo debe contar como minimo con su bomba, detector, columna € inyector existen

bombas cuaternarias, detectores de indice de reflexion, selectivos (de UV, de

fluorescencia y electroquimico), inyectores autométicos o manuales y una gran variedad

de columnas. "%

Fig 4 Esquema de un equipe de Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién.

1) Reservorio de la fase movil.
2) Bomba

3) Indicador de presion

4} Filtro

5) supresor de pulsos

1. Contenedores de fase mavil, ¥

6) Termostato
7) Inyector
8) Columna
9) Detector
10) Registrador

11) Equipo para manejo de datos.

Pueden ser de cristal o de acero inoxidable. Algunos equipados con un degasificador, un

calentador y un mecanismo de agitacion. La degasificacion se emplea para eliminar los

gases disueltos en la fase mévil y reducir la posibilidad de formacion de burbujas en la

bomba o en el detector.

3o




¥ GENERALIDADES

La degasificacion puede Hevarse a cabo aplicando vacio en el reservorio y agitando

vigorosamente la fase movil

2. Bomba "%

La funcion de esta es proporcionar un aporte constante y reproducible de la fase movil a
la columna, como se emplean particulas pequefias para empacar las columnas (4 o 5um
de diametro) provocando una resistencia sustancial al flujo a través de la columna y por

lo tanto se requieren bombas de alta presion.

Las bombas pueden ser:
Reciprocantes

/

Bombas de velocidad de flujo constante
Desplazamiento positivo
Bombas de presién constante: Neumaticas.

El material suele ser acero indxidable y Teflon, Los sellos son de Teflon rellenos de

grafito.

Las bombas reciprocantes utilizan cimaras de pequefio volumen con pistones
reciprocantes o diafragmas flexibles para dirigir el flujo de solvente contra la presion de
la columna. Estas bombas pueden ser de una, dos y hasta tres cabezas. Pueden ser de dos
formas: tipo jeringa y de amplificador hidraulico. Las desventajas de la bomba tipo
jeringa es que se requieren de un equilibrio inicial prolongado y la alimentacién del

solvente esta limitada.
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En las bombas neumiticas o de presion constante, la ventaja es que el flujo es
completamente sin pulsos. Entre las desventajas se encuentra que como se utiliza un gas
para presurizar el solvente, las presiones de bombeo se limitan 2 Ia presion que puede
proporcionar al tanque de gas. Otro problema es que el gas se disuelve en el solvente y
sdlo puede utilizarse una parte de éste.

3. Inyectores. '3
La muestra debe inyectarse de la manera mas compacta posible para disminuir la

dispersion dentro de la columna y minimizar et ancho del pico.

Las caracteristicas de un inyector son:
4 Ser reproducible

¢ Ser sencillo de usar

¢ Operar a altas presiones

Los inyectores pueden ser: tipo: valvulas de muestreo, jeringa y automaticos. La
reproducibilidad es dificil cuando se trata de tipo jeringa, algunos inyectores de este tipo
utilizan un sistema (loop de carga) que desvia el flujo que pasa por el inyector sin afectar

1a presién de Ia columna, se introduce la muestra ¥y se reanuda el flujo.

Las vélvulas de muestreo mejoran la reproducibilidad, las cuales consisten en un loop
que se llena con la solucion de la muestra con una jeringa ordinaria. La valvula gira y
coloca el loop Beno en la corriente de la fase mdvil, con lo que ta muestra penctra en la
columna. La precisién obtenida con estos inyectores es en general superior a la de tos
métodos manuales, porque no dependen de la habilidad de! operador.

Los inyectores automaticos son atiles en anilisis de rutina, ya que pueden estar

conectados a sistemas automatizados de manejo de datos.
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4. Detectores. '™

El detector es la parte del equipo que permite “ver” y ubicar en tiempo y espacio la
posicion de cada componente de una muestra 2 la salida de Ia columna cromatografica.
Existen varios tipos de detectores, los cuales tienen aplicaciones diferentes, segin el tipo
de moléculas que separen. Los detectores mas utilizados son los dpticos. En estos se

hace pasar ¢l solvente a través de una microcelda que es atravesada por un rayo de luz.

Las variaciones en la intensidad de la luz causadas por absorcién UV, emisién de
fluorescencia, absorcion al IR o el cambio en el indice de refraccién que resultan de la
interaccion de fa luz con los componentes de la muestra, se registran en la forma de
variaciones del voltaje de salida, que a su vez se registran graficamente en un registrador,

un computador o un integrador. "

Los detectores deben tener un amplio rango dinimico de respuesta, poseer una respuesta
lineal, no contribuir a el ensanchamiento de banda extracolumnar, que responda a todo
tipo de solutos, no afectarse por cambios de temperatura, poseer una buena relacion
sefial/ruido, no destruir la muestra (resulta especialmente importante cuando se trata de
cromatografia preparativa) y tener una constante de velocidad de respuesta instantneo a

un cambio en la concentracién del analito, 2 3°

Existen dos tipos generales de detectores: Detectores generales y los selectivos. Los
primeros son los que miden algin cambio en las propiedades fisicas de la fase movil con
el soluto, como el caso det indice de refraccion y los segundos son sensibles sélo para

algunas propiedades del soluto, como la absorcién UV.

El detector mas empleado en la Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion es el de
UV de longitud de onda variable; es el detector ideal para desarroliar métodos analiticos
por cromatografia, pues permite asegurar dentro de ciertos limites, la integridad de un

pico cromatografico. &
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El detector del Cromatografo de Liquidos de Alta Resolucién usado tiene un sistema
optico invertido: la celda se ilumina con luz “blanca”, es decir, no monocromada y la luz
emerge de la celda llega a la red de difraccion y alli es dispersada hacia el elemento
fotosensible, en los convencionales la red de difraccién se ubica antes de la celda, la cual
recibe luz monocromitica seleccionada por la red. En lugar de una fotocelda se emplea
un conjunto de fotoceldas o fotodiodos montados en un chip de silicio, por lo que se
consigue no s6lo medir la luz transmitida a una longitud de onda, sino todo el espectro
de absorcion del eluido en tiempo real y opera en un rango de 190 a 350 nm.

RED DE
DIFRACCION

Fig 5. Detector de onda variabie o espectrofotométrico.

La concentracién del analito e la muestra se determina por aplicacién de la ley de Beer:
A=a.b.C, donde A es la absorbancia, a es la absortividad molar del analito, & es el
camino 6ptico de la celda medido en cm y C es la concentracion de analito en la muestra
expresada en moles/a,

Los detectores de IR se emplean ampliamente, se considera universal, ya que responde a
todos los solutos siempre y cuando el IR del soluto sea significativemente diferente del

de la fase mévil. ¥
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Los detectores electroquimicos (amperimétricos) permiten la deteccion de compuestos
que son electroreducibles o electrooxidables en el eluyente de la columna a muy bajas
concentraciones. En estos detectores las corrientes, la corriente entre los electrodos
lﬁolarizables ¥ de referencia se mide como una funcién del voltaje aplicado. Su aplicacién

se ve limitada al hecho de que la fase mévil debe ser conductiva.

Los detectores de fluorescencia tienen una alta selectividad y sensitividad. Cuando una
molécula absorbe energia, adquiere un estado de energia excitado. Al volver la molécula
a su estado de energia basal, la energia debe disipar la energia absorbida.

Si la emision de energia es en forma de luz, se dice que la molécula fluoresce. La luz
emitida es generalmente de baja energia (mayor longitud de onda) que la radiacion de

excitacion.

La cantidad de fluorescencia es la relacion entre el namero de fotones emitidos con el
nimero de fotones absorbidos (rendimiento cudntico de fluorescencia =¢). Las moléculas
con un valor de ¢ mayor a 0.5 son altamente fluorescentes y los que tienen un valor
menor 2 0.1 tienen muy poca fluorescencia. Los compuestos que tienen fluorescencia se

pueden dividir en dos grandes grupos:

- Fluorescencia nativa.
- Derivados fluorescentes.
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5. Columnas. '*%0

La columna es la parte fundamental de un sistema de la Cromatografia de Liquidos de
Alta Resolucién ya que es en ésta donde se lleva a cabo la separacion. Las columnas de

alta resolucion proporcionan una dispersion minima de los picos de la muestra separada,

El objetivo que persigue una buena columna es minimizar los factores que afectan la
dispersion de banda como la difusién de Eddy, la difusién longitudinal v la transferencia
de masas de la fase estacionaria y mévil. El efecto de cada uno de estos factores puede
relacionarse con la velocidad de 1a fase movil, el didmetro de la particula, el coeficiente
de difusién de la muestra en la fase mévil, el grosor de la fase estacionaria y el

coeficiente de difusién de la muestra en la fase estacionaria,

Los empaques para Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion pueden clasificarse

como:

# Solidos rigidos, geles duros o suaves
+ Sélidos porosos, peliculares a superficialmente porosos

¢ Solidos de particulas esféricas y particulas irregulares
Los solidos rigidos se basan en una matriz de silica, pueden obtenerse en gran variedad
de tamafios, formas y grados de porosidad, ademas que se les puede unir grupos

funcionales o capas de polimeros para su aplicacitn en otros métodos.

Los geles duros se basan en particulas porosas de poliestireno entrelazadas con

divinilbenceno.
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Los empaques descritos como peliculares estan hechos de esferas de vidrio recubiertas

con una capa de fase estacionaria.

En general, s preferible trabajar con particulas que tengan un rango estrecho en sus
tamaiios, ya que la permeabilidad de la columna estara mayormente determinada por las

particulas més pequefias mientras que la eficiencia (H) esta determinada por las particulas
mis grandes.

Para evaluar una columna es necesario considerar lo siguiente;

% Condiciones de operacion
» Empaque
» Composicion de la fase movil
» Composicion de la muestra
¥ Método de deteccion

» Longitud de la colemna

* Parametros cromatograficos
» Volumen de muestra inyectado
» Tiempos de retencién (solutos retenidos y no retenidos)
» Numero de platos tedricos

» Asimetria del pico
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4.4 . VALIDACION DE METODOS >4

La validacion de métodos analiticos se define como un conjunto de evidencias que
establecen la capacidad del método analitico y la medida en que éste satisface los

requisitos para las aplicaciones analiticas que se deseen.

La capacidad de un método analitico queda expresada en términos de caracteristicas

analiticas, tales como:

Linealidad: La linealidad de un sistema o método analitico, se define como el
aseguramiento de que los resultados analiticos ( que pueden ser obtenidos
directamente o por medio de una transformacion matematica ) son
proporcionales a la concentracidon del activo dentro de un intervalo

determinado.

Exactitnd:  Es la concordancia entre un valor obtenido experimentalmente y €l valor
obtenido de referencia ( estindar ). Se expresa como el porcentaje de
recobro obtenido del andlisis de muestra a las que se les ha adicionado

cantidades conocidas del activo.

Precision del sistema: Es el grado de concordancia entre respuestas analiticas
individuales, expresandose en términos de desviacion estandar o del

coeficiente de variacion,

Precision del método: Es el grado de reproducibilidad o repetibilidad del método

analitico bajo las condiciones normales de operacién.
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a) Repetibilidad: Es la precision de un método analitico expresada como
la concordancia obtenida entre las determinaciones independientes
realizadas bajo las mismas condiciones (analistas, tiempo, aparato,

laboratorio, etc.).

b) Reproducibilidad: Es la precision de un método analitico expresada
como la concordancia entre determinaciones independientes
realizadas bajo condiciones diferentes ( diferentes dias y analistas ).

Especificidad:  Es la capacidad de un método analitico para obtener una respuesta
debida inicamente a la sustancia de interés y no a otros componentes

de la muestra.

Tolerancia: Es el grado de reproducibilidad de los resultados analiticos obtenidos por
el analisis de la misma muestra bajo modificaciones de las condiciones
normales de operacion, tales como: diferente temperatura, lotes de

reactivos, columna, condiciones ambientales, etc.

Estabilidad de muestra analitica: Es la propiedad de una muestra a cuantificar, de
conservar su integridad fisicoquimica y la concentracién de la sustancia de
interés, después de almacenarse durante un tiempo determinado bajo

condiciones especificas.
Son varias las razones por las cuales en la industria farmacéutica deben validarse los

métodos analiticos:
+ Es una parte integral def sistema de control de calidad.
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. Apoya el desarrollo de nuevos productos,
* Se necesitan nuevos métodos analiticos.

. Instrumentos y reactivos analiticos nuevos.
. Cambio en la formulacion.

. Cambios en ef proceso.

. Cambios en equipos analiticos.

La validacion de métodos analiticos puede elaborarse de diferentes maneras:

Prospectiva: Establecer la evidencia documentada de que un método analitico realiza
aquello para lo que fue disefiado basandose en un protocolo previamente
elaborado.

Introspectiva: Conocida como validacion en fase de desarrollo, es ¢l establecimiento de
la evidencia documentada de que un método analitico realice aquello para
lo que fue disefiado basandose en informacion generada durante la

ejecucion real del proceso.
Retrospectiva: Es el establecimiento de la evidencia documentada de que un método
reatice aquello para lo que fue diseiiado basindose en la revision y el

anjlisis de informacion histérica

Una vez validado el método analitico debe entregarse al laboratorio de control quimico
para efectuar los procedimientos de anélisis como ensayo de rutina.
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V. EXPERIMENTACION

5.1. MATERIALES
L EQUIPO

1.1 Cromatografo de Liquidos de Alta Resolucion (Hewlett Packard)
HPLC 1100 HP ASTERIX
Bomba cuaternaria G13311A US53606781
Automuestreador G1313A DE54901581
Detector con Arreglo de Diodos  G1315A DEG1801174
Termostato para Columna G1316A US54000803
Ordenador PC HP Pentium,

1.2 Balanza Analitica Mettler Toledo AG204

1.3 Parrillas de agitacion y calentamiento Pyro-Multi-Magnestir No. 1268.
Lab-Line.

O. MATERIAL

2.1 Material de vidrio cominmente utilizado en ef Laboratorio. Se usa

mmaterial actinico

2.2 Membranas para filtracion Millipore 0.45 p.

2.3 Barras magnéticas.
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IIl. REACTIVOS

3.1 Estandar secundario y Materia Prima de Vitamina A (Palmitato),

3.2 D-L- Tocoferol, grado reactivo

3.3 Nipagin, grado reactivo

3.4 Nipazol, grado reactivo

3.5 Escencia de Naranja, grado reactivo

3.6Aceite de cacahuate, grado reactivo

3.7 Metanol grado cromatogrifico

3.8 Acetonitrilo, grado cromatogrifico.

3.9 Agua desionizada.
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5.2 DESARROLLO DEL METODO
Al realizar una revisién bibliografica acerca de vitamina A, se encontraron las siguientes

propiedades fisicoquimicas

1.- La vitamina A es un éster o mezcla de ésteres de retino! ( usualmente acetato, propionato
« palmitato) en un aceite vegetal adecuado.
2.- Su peso molécular es de 524 g/mol (como palmitato de retinol).
3.- De acuerdo a su molécula y grupos funcionales presentes se considera a la vitamina A
como una molécula no idnica.
4.- La concentracién de vitamina A, palmitato de retinol en solucion oral (solucién oleosa)
es de 1,250,000 Ul/ml.

Pruebas preliminares

¢ El miximo del espectro de absorcion U.V. se encuentra 2 330nm, en la fase mévil
empleada (anexo 1),

¢ La solubilidad de {a vitamina A se evaliio en cloroformo, etanol, éter, aceite mineral,
glicerol, hexano y éter dietilico.

¢ Se evalia la solubilizacion de la vitamina A, usando 100 mg de muestra para cada tubo
de ensaye con 10 ml de solvente.

Tabls 3. Prucba de solubilizacién de la vitamina A en varios solventes.

[soprepanol

Cloroformo
er

Etanol

Hexano

Aceite mineral
Glicerol N

P

h
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Posteriormente se realizo la cuantificacion de la vitamina A usando fase reversa, de acuerdo
a sus propiedades fisicoquimicas y uso de tablas de seleccién de columnas y métodos. Se

trabaja con materia prima previamente estandarizada y la columna calificada (anexo 2)

Como el métedo a desarrollar es cuantitativo se probaron distintas concentraciones, para

tomar aquella que nos lleva a una respuesta fécilmente reproducible.

La forma farmaceitica contiene propilparabeno, metilparabeno, D-L-tocoferol, por lo gue al
programar el detector a una longitud de onda donde se ticne la absorcién maxima de
vitamina A se minimizaron las respuestas de los estos excipientes,

El medio de dilucion para la muestra debe ser muy parecido en polaridad al de la fase movil,

para evitar la existencia de particulas visibles insolubles en el sistema cromatografico.

Tabla 4.Condiciones cromatogrificas empleadas en el desarrollo del método,

FASEMOVIL] Tr Mediode [ LONG.DE [Simetria] No | K Couc. COLUMNA
CONDICION |ACN: MEOH :| (min) Diluciin ONDA Platos (meg fmt )] SYMETRY
no ACN:MEOH | (am) WATERS
1 554302 1158 ] 505000 310 071 | 3250 [w0sif 1217 C 18
T 554401 9.69 50:50.00 310 071 | 3089 | 87 ) 1ais XD
i 503901 9957 | 505000 310 0.7t | 3240 1897 1415 T
v 40:5505 | 13424 | 50:50:00 330 0.75 | 3250 [1242] 1415 c 18
v 20:3000 .35 04000 330 07 | 3230 [ 125] 1415 C18
Vi 302000 937 60:40:00 330 671 | 3250 |125] 1415 C18
Il 20:30:00 30 703000 330 0875 | 3545 | 15 | 199.22 )
Vil 50:50:00 7.18 50:50:00 330 069 | 3240 | 13 0 T8
X 504901 365 04000 330 092 | 4012 12258] 3% <8

Las mejores condiciones cromatogrificas fueron las del ensayo IX.
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La metodologia es Ia siguiente:

Preparacion del estindar de referencia:

Pesar aproximadamente 95 mg de Vitamina A patrén de referencia; transferir a un matraz
volumétrico de 100 mi, adicionar 50 ml de Isopropanol y agitar mecénicamente por espacio
de 15 minutos , Wtevar al aforo con Isopropanol. Tomar de la solucidn anterior una alicuota
de 2ml y transferir a un matraz volumétrico de 100ml , v llevar al aforo con el medio de.
dilucién. Esta solucién contiene aproximadamente 38 pg/ml 6 69.09090U.I de Vitamina A
(palmitato de retinol).

Preparacién del medio de dilucién.
Sistema de dilucion Acetonitrilo grado cromatografico (filtrado y degasificado) y Metanol
grado cromatogrifico (filtrado y degasificado) en 1a proporcion de 60:40.

Preparacién de Ia muestra:

Pesar aproximadamente entre 0.9 ~lgr de Solucién Oral, equivalente a 687.5 mg de
Vitamina A (aproximadamente Im!). Transferirta a un matraz volumétrico de 100ml,
adicionar 50 mi de Isopropanol, agitar mecanicamente durante 15 min, llevar al aforo con
Isopropanol y mezclar. Transferir una alicuota de 2 mf de esta solucién a un matraz
volumétrico de 100mi, llevar al aforo con el medio de dilucién y mezclar. De la solucién
anterior transferir una alicuota de 7 ml a un matraz volumétrico de 25 ml, llevar al aforo con
el medio de dilucién y mezclar. Esta solucién contiene aproximadamente 38 ug /ml o 69.09
U.I de Vitamina A (palmitato de retinol).
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Procedimiento:

Inyectar en el cromatografo 20 pl de la solucion patrén estandar de referencia por triplicado
y determinar el coeficiente de variacion de las areas obtenidas, el cual no debe ser mayor de
1.0 %.

Inyectar 20 pl de las soluciones muestra. El coeficiente de variacion de las dreas obtenidas
no debe ser mayor de 1.0%,

Finalmente inyectar 20 yl de la solucion estandar de referencia ¥ comparar el area obtenida
con respecto al promedic de las primeras tres inyecciones.

Nota : se utiliza material actinico. Debe considerarse que Imi de la solucién contiene
1,250,000 U.I/mi.

Condiciones Cromatograficas:
COLUMNA : SYMETRY WATERS C;
15¢em X 3.9, didmetro de 5 micras
FASEMOVIL:  Acetonitrilo : Metanol : Agua
50 I B |

VEL.DEFLUJO: 2.5 ml/min

LONGITUD DE ONDA : 330 nm

VOL DE INYECCION : 20 mel

MEDIO DE DILUCION : Acetonitrilo : Metanol { 60:40 )

TEMP. 25 °C
53



&% VALIDACION DEL METODO

5.3. VALIDACION DEL METODO ANALITICO

L Linealidad del Sistema

Se determiné construyendo una curva de calibracién (Concentracion - Area) a partir
de una solucion Stock de Vitamina A (palmitato de retinol) estindar de referencia, se
prepararon cuando menos 5 diluciones, incluyendo el 100% (38 pg /ml de Vitamina
A), haciendo el anlisis por triplicado para cada dilucién.

1L Linealidad del método.

Se prepararon de manera independiente placebos cargados de principio activo
cuando menos a cinco diferentes concentraciones, incluyendo el 100 % (de 60 —
140%), considerando los mg o UT de activo por ml que presenta en la formulacion ,
se hicieron los andlisis por triplicado de cada concentracién y recuperar el activo
adicionado, tomando como referencia una solucion estindar de Vitamina A
(palmitato de retincl). Se siguid el procedimiento de manufactura dado por
Desarrolto Farmaceitico, para la elaboracion del placebo.

II1. Precisién del sistema,

Se determind por e! anilisis sextuplicado de una misma solucién estindar de
concentracion igual al 100 % (38 pg /ml para Vitamina A palmitato).
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IV. Precisién del método (Reproducibilidad al 100 %)

Se determiné de una muestra homogénea del producto {Vitamina A, Solucion oral)
cercana al 100 % de Vitamina A Palmitato (38 pg /ml de Vitamina), analizada por
dos analistas, en dos dias diferentes y por triplicado.

V. Exactitud y repetibilidad at 100%

Se realizd con seis placebos cargados de Vitamina A a una concentracion cercana al
100 % (38 pg/ml) de manera independiente, por el mismo analista y en las mismas

condiciones de operacion.

Se realizo también para ef 80 % y 120 %.

VL Especificidad.

Se determind preparando un placebo de vitamina A, solucion oral, de acuerdo a la
formulacion otorgada por el departamento de Desarrolio Farmacéutico, del cual se
tomaron tres muestras y se analizaron con el método propuesto. Asi mismo se
prepard un estandar de referencia.

Se sometié la muestra y placebo a condiciones de degradacion para evaluar fa

especificidad.
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VI Tolerancia del método.

Se determiné de una muestra homogénea del producto, solucion oral de vitamina A,
lote 705574, a'una concentracion cercana al 100% (38 pg/ml), analizada por un solo
analista , usando un peso distinto de estandar y metanol grado reactivo. Se analizd

por triplicado.

VIIL Estabilidad de la muestra analitica.

tres muestras con los obtenidos de las mismas muestras, después de un tiempo
determinado. Se almacena la muestra por 24 horas a temperatura ambiente.

La determinacion se efectiio por un mismo analista.
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VL. RESULTADOS

L LINEALIDAD DEL SISTEMA.

Se determin6 construyendo una curva de calibracion (concentraci6n — area) a partir de una
solucién Stock de Vitamina A, palmitato de retinol estandar de referencia, utilizando 5
diluciones, incluyendo el 100% ( 38.0 pg/ml de Vitamina A ). Se hizd el andlisis por
triplicado para cada dilucién,

Solucion Stock : 97.3.0 mg/200 ml x 1000= 475 mg/ml o 884.5454 U1/ ml.

Tabla 5. Preparacion de muestras para la realizacién de la linealidad del sistema.

VOLUMEN | VOLUMEN DE { CONCENTRA- | CONCENTRA- | PORCENTAJE

DE AFORO CION (pg/mi) CION (U.L/ ml) (%)
ALICUOTA (mt)

(ml)

2.0 50 19.46 35.38180 50

3.0 50 29.19 53.072720 75

4.0 50 38.92 70.763636 100

5.0 50 48,65 88.454545 125

6.0 50 58.38 106.14545 150
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Tabla 6. Analisis de variancia para la evaluacion de la linealidad del sistema.

[ ANALISIS DE VARIANCIA ]
FUENTE DE | GRADOS DE SUMA DE MEDIA DE { F carcurans
VARIACION | LIBERTAD | CUADRADOS | CUADRADOS
REGRESION 1 1470199,12 1470199.1212 | 49409.83
ERROR DE 13 386.82 29,7552
REGRESION

FALTA DE 3 190.65 63.5516 3.24
AJUSTE
ERROR PURO 10 196.16 19.6163

F sscntticact, 13) = 4.67

Foscritica s, 10y= 3.71

Fog criticaq 1,13) = 9.07

Foo criTiCA (3, 18)= 6.55
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Tabla 7. Comparacién de las respuestas analiticas obtenidas en la lineatidad del
sistema a partir de lIa linea de mejor ajuste.

CANTIDAD AREA AREA
ADICIONADA | OBSERVADA ESTIMADA DIFERENCIA
{pg/ml)

19.46 448 87 442, 74884 -6,12116
19.46 443,95 442,74384 -1,20116
19 46 446,29 442 74884 -3,54116
29.19 661,47 664,12326 2,65326
29.19 666,16 664,12326 -2,03674
29.19 663,08 664,12326 1,04326
38.92 877,99 885,49768 7,50768
38.92 878,11 885,49768 7,38768
3392 880,52 885,49763 4.97768
48.65 1104,61 1106,8721 2,2621

48.65 1112,07 1106,8721 -5,1979
4865 1107,36 1106,8721 -0,4879
5838 1325,04 1328,2465 3,2065

5838 1340,36 13282465 -12,1135
58.38 1327.46 1328,2465 0,7865
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LINEALIDAD DEL SISTEMA
VITAMINA A, SOLUCION ORAL

-

SEELE

RESPUESTA (ABSORBANCIA)
I

10,46 2919 B: 48.65 58.38
CONC. (mogimi)

Fig. 6, Grifica de linealidad del sistema para vitamina A.

Tabla 8. Analisis estadistico para la linealidad del sistema de vitamina A

PARAMETRO RESULTADO

Pendiente ( m) 22.75173977
Intercepto (b) 0.04560667

Coel. Correlacion (r) 0.99986847

Coef. Determinacion ( ) 0.99973696

Desv, Std. De Ia pendiente 0.102354734

Desv, Std. Del intercepto 4225294917

[t (gl =13, 95 %) 2.1600000

Intervalo de confianza 95% (b) -9.081010 < 0.04560667< 9.172243
Intervalo de confianza 95% (m) 22.530653< 22,751739< 22 972826
Desv. Std estimado de v dado x 0.00115629
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IL PRECISION DEL SISTEMA

Se determind mediante el analisis sextuplicado de una misma solucién estandar a la

concentracion del 100% (38.920 pg/mi).

Tabla 9. Resultados de la determinacion de la precision del sistema

CONCENTRACION AREA

38.92 877.99359

38.92 883 60022

38.92 878.11047

38.92 880.52728

38.92 878.18677

38.92 880.52350
MEDIA 879.8236383
DESV.STD, 2.02000493
C.V. % 0.25106149

EL SISTEMA ES PRECISO A ESTE NIVEL DE CONCENTRACION.

INl. LINEALIDAD DEL METODO

Se preparon de manera independiente placebos cargados de principio activo a cinco
diferentes concentraciones, incluyendo el 100%, los mg de activo por ml de solucion que
presenta la formulacion. Se hizo el analisis por triplicado para cada concentracion
recuperando la cantidad de activo adicionado, tomando como referencia una solucion

estandar de vitamina A (Palmitato de Retinol), a la concentracion del 100 % (38.0 pg/ml).
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Tabla 10. Preparacion de muestras para la determinacion de Ja linealidad del método

PORCENTAJE ACTIVO ACTIVO ADIC.|{ CANTIDAD DE RESPUESTA
(%) ADIC. UL PLACEBO (AREA)
(mz) {mg)
60 2273 413,272.7273 9,460 358.08256
225.2 409,454.5455 358.56144
227.6 413,818.1818 360.24004
80 3022 549.454.5455 9460 6461600
3035 551,818.1818 652.4084
302.4 546,818.1818 640.2004
100 378.7 688,545 4545 9.460 997.0196
378.1 687,454.5455 999 0025
378.0 687,272.7273 997.0196
120 456.6 830,181.8182 9.460 1438.8064
456.6 830,181.8182 1439.6001
455.8 828,727.2727 1436.0225
140 5303 064,181.1882 9.460 1971.1600
5303 964,181.1882 1966.2576
536.3 975,090.9091 1959.6009
LINEALIDAD DEL METODO
VITAMINA A, SOLUCION ORAL
.1
Enl
E g 100}
g L
o g 40 4
g 21
[r] + + + t {
Lo} 20 €O 80 100 120 140
CANTIDAD ADICIONADA {engy

Fig 7. Grifico de la linealidad del método para vitamina A
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Tabla 11. Andlisis estadistico para la linealidad del método.

X ) v) (¥} (XY) (SYi) (SYi?)

60 3600 59.84 3580.8256 3590.40

60 3600 59.88 3585.6144 359280

66 3600 60.02 3602.4004 3601.20 179.74 32306.4676

80 6400 80.40 6464.1600 6432 .00

80 6400 80.78 6525.4084 6462.40

80 6400 80.02 6403.2004 6401.60 2412 58177.44

100 10000 99.86 9972.0196 9986.00

100 10000 9995 9990.0025 9695 .00

100 10000 99 86 9972.0196 9986.00 299,67 89802.1089

120 14400 119.92 | 14380.8064 | 14390.40

120 14400 11999 | 14397.6001 | 14398 80

120 14400 119.85 14364.0225 | 14382.00 359.76 129427 257

140 19600 140.40 ! 19712.1600 | 19656.00

140 19600 140.24 | 19667.2576 | 19633.60

140 19600 139.97 | 19591.6009 { 1959580 42061 176912.772
2=1500 162000 1500.98 | 162209.098 | 162104.00 486626.046
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Tabla 12 . Analisis de regresion de la lineatidad del método

m=_1.0005

R=0.999914]45

LC. Sup. m=1.006053917

R = 0.999957072

LC. Inf . m=0.99494460

Sm =0.002571258

b= 0.0153333

Sb = 0.267212966

LC. Sup. b=10.59251334

S (XY) = 0.281667198

LC. Inf, b= 0,561846673

t(2..13,0.05 )= 2.1600

Tabla 13. Comparacién de respuestas obtenidas en la determinacion de 1 linealidad del

método, calculadas z partir de la linea de mejor ajuste.

CANTIDAD CANTIDAD CANTIDAD Texp
ADICIONADA |DETERMINADA| ESTIMADA DIFERENCIA
(ug/ml)

60 59,84 60,036 -0.32 0,196
60 59,88 60,036 -0.32 0,156
60 60,02 60,036 -0.32 0,016
20 80,4 80,048 +0.140 -0,352
80 80,78 80,048 +0.140 -0,732
30 80,02 80,048 +0.140 0,028
100 99,86 100,06 +0.530 0,2

100 99,95 100,06 +0.530 0,11

100 99,86 100,06 +0.530 0,2

120 119,92 120,072 +1.050 0,152
120 119,99 120,072 +1.050 0,082
120 119,85 120,072 +1.050 0,222
140 140,4 140,084 +1.450 0,316
140 140,24 140,084 +1.450 -0,156
140 139,97 140,084 +1.450 0,114
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Tabla 14. Analisis de Variancia para la evaluacién de la linealidad del método.

ANALISIS DE VARIANCIA
FUENTEDE | GRADOS DE SUMA DE MEDIA DE | F carcurana
VARIACION LIBERTAD | CUADRADOS | CUADRADOS
REGRESION 1 12012.00 12012.0030 15140593
ERROR DE 13 1.03 0.0793
REGRESION
FALTA DE 3 0.42 0.1388 2.25640
AJUSTE
ERROR PURO 10 0.62 0.0615

F o5 criTica1, 13y = 4.67 Fos critica( 1,13) =907

Foscrttica 3. 10y=3.71 Foo crttica (3, 10)= 6.55
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TV. PRECISION DEL METODO (Reproducibilidad al 100 %)

Se determind de una muestra homogénea del producto, solucién oral de vitamina A, lote

705574 cercana al 100% (38.0 pg/ml), analizada por dos analistas, en dos dias diferentes y

por triplicado.

Tabla 15.Comparacién de valoraciones obtenidas en la reproducibilidad del método

ANALISTA 1 ANALISTA 2
DIA 1 106.8963 107.5231
107.8831 107.8776
107.7467 107.6748
DIA 2 106.8756 108.0253
107.5553 107.0807
107.0515 107.5490
Tabla 16.Analisis estadistico de lIa linealidad del método
SUMA DE SUMA DE
ANALISTA [CUADRADOS Al| ANALISTA | CUADRADOS A2
1 2
DIA 1 106.8963 11426.81960 107.5231 11561.22564
107.8831 11638.76478 107 8776 11637.58521
107 7467 11609.34274 107.6748 11593.86471
SUMATORIA | 322576 36749271 23,075 8479267556 ...
DIA2 06 8756 1142238768 108.0253 11669.46544
107.5553 11568.14729 107.0807 11466.27631
107.0515 107.5490
SUMATORIA [~ 3214 22655
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Tabla 16. Analisis de variancia para la evaluacién de la reproducibilidad del método.

ANALISIS DE VARIANCIA
FUENTE DE | GRADOS SUMA DE MEDIA DE |F carcurana Feritica
VARIACION DE CUADRADOS | CUADRADOS
LIBERTAD
ANALISTA 1 0.247137423 | 0.247137423 | 2.34221592 | 5.05033881
Dia 2 0.211028727 | 0.105514364 |0.63457657 | 6.60787691
ERROR 8 1.330201814 | 0.166275227

Repetibilidad = + (Mce)'?

Repetibilidad = 0,40776
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V. EXACTITUD DEL METODO

Se realizd con seis placebos cargados de vitamina A, palmitato de retinol a una

concentracién cercana a 80, 100 y 120%

bajo condiciones de operacion establecidas.

Tabla 17. Preparacion de muestras para la determinacion de la exactitud al 80 %

de manera independiente, por un mismo analista y

_ EXACTITUD DEL METODO AL 80 %

CONCENTRACION CANTIDAD CANTIDAD
(g/ml) ADICIONADA (mg) | RECUPERADA (%)
30.3 946 81.235400
30.4 9.46 31.048200
30.5 946 81.020020
30.5 9.46 80.289700
30.7 9.46 81.420370
30.9 9.46 80.257600

Tabla 18. Analisis estadistico de la exactitud al 80 %

MEDIA 80.87354833
DESV.STD 0.49031193
CV 0.60623235 %
C.V._critico 1.50 %

STD (area) 836.89453
CONC STD. 37.92 meg/mi.
t experimental 2.1395

t critica 26
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Tabla 19. Preparacion de muestras para la determinacién de la exactitud al 80 %

EXACTITUD DEL METODO AL 100 %

CONCENTRACION CANTIDAD CANTIDAD
(ug/ml) ADICIONADA (mg) | RECUPERADA (%)

37.86 9 46 99.857130
37.85 9.46 99.840560
37.97 9.46 100.010550
37.97 9.46 100.249460
37.97 9.46 100.172683
37.96 9.46 100.018510

Tabla 20. Anélisis estadistico para la exactitud del método at 100 %

Concentracién del estindar 37.92 pg/mi.
Respuesta del estindar 836.8945333
Promedio de cantidad recuperada 100.0248155%
Desviacién estandar 0.164097532
Coeficiente de Variacién critico (%) 1.500
Coeficiente de Variacién experimental (%) 0.582094226
Valor de t con cince grados de libertad 2.571

Valor de t experimental 1.08457144
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Tabla 21. Preparacién de muestras para la determinacion de Ja exactitud al 120 %

EXACTITUD DEL METODO AL 120 %

CONCENTRACION CANTIDAD CANTIDAD
(ug/ml) ADICIONADA (mg) | RECUPERADA (%)

45.66 9 46 119379200

45.58 9.46 121.808000

45.68 9 46 119.974200

45.61 9.46 119.861320

45.56 9 46 121.024790

45.59 9 46 119.732900

Tabla 22. Analisis estadistico para 1a exactitud del método al 120 %

MEDIA 120.296835
DESY.STD 0.923837801
C.V. 0,767%658 %
C.V. critico 1.50 %
STD (irea) 836.89453
CONC STD. 37.92

t experimental 2.1239

t critica 2.6

VL ESPECIFICIDAD DEL METODO.

Se prepard un placebo de vitamina A, solucién oral de acuerdo a la formulacion otorgada

por €l departamento de Desarrollo Farmacéutico, del cual se tomaron tres muestras y se

analizaron con el método propuesto, asimismo se prepard un estindar de referencia de

vitaming A, palmitato de retinol. El placebo no presentd respuesta alguna en el tiempo de

retencion que presenta el estandar de referencia.
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Tabla 22. Preparacion de muestras para la determinacién de la especificidad del método,

TIPO DE PESO RESPUESTA
MUESTRA (mg) ( AREA )
STD 94.8 854.16973
MUESTRA 1 9 46 No hay respuesta
MUESTRA 2 9.46 No hay respuesta
MUESTRA 3 9.46 No hay respuesta
CV. e euees

Se sometié la solucion de vitamina A a diferentes condiciones para propiciar su degradacion,
buscando evaluar la respuesta de algun producto de degradacion que tuviera respuesta a la

longitud de onda de la vitamina A.

Tabla 23. Observaciones realizadas después de someter a diferentes
condiciones de degradacion [a solucién de vitamina A

CONDICION OBSERVACION

Cambia en la apariencia de 1a solucién, se
Expuesta a la luz torna color naranja intenso. Sin cambio en el

3 semanas cromatograma.(tiempe de retencidn o
existencia de un nuevo pico). Disminuye el
area.

Cambio de apariencia de Ia solucién, es muy
Expuesta al aire viscosa, de color naranja palido. No hay

3 semanas cambio en el cromatograma. Disminuye el
area.

Sin ningin cambio en la apariencia de la
40°C por 3 meses. solucién, tampoco en el cromatograma.
Disminuye la valoracién del producto en un
3.267 %.

Sin ningin cambio en la apariencia de Ia
60°C por 15 dias. solucién, tampoco en el cromatograma.
Disminuye la valoracién del producto en un
1.55 %.
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VI .TOLERANCIA DEL METODO

Se determiné de una muestra homogénea de producto, solucidn oral de vitamina A, cercana
al 100%, analizada por un solo analista y por triplicado. La cantidad de estandar a pesar es
distinta a 1a usada en el andlisis de rutina, fue de 144 mg y el metanol empleado fie grado

reactivo,

Tabla 24. Resultados obtenidos en la tolerancia del método

MUESTRA RESULTADO
1,332;102.286 U.I /ml
1 106.568%
‘ 1,345,787.75 U.L/ml
2 107.66302%
1,342,313.047 UL /ml
3 107.38504%
PROMEDIO 1,340,066.750 U.L/ml
(VALORACION 2) 107.205%
PROMEDIO 1,339,510.00 UL /mt
(VALORACION 1) 107.1608 %
C.V. 0.0291623 %
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VIIL ESTABILIDAD DE LA MUESTRA ANALITICA.

Se determind mediante la comparacion de los resultados de los analisis iniciales de 3
muestras con los obtenidos de las mismas muestras, después de 24 hrs de almacenamiento

en condiciones normales de analisis.

Tabla 25 Resultados obtenidos en la determinacidn de la estabilidad de la muestra de

vitamina A.
MUESTRA RESULTADO
VALORACION 1 108.195 %
VALORACION 2 107.993 %
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VII. ANALISIS DE RESULTADOS

Se realizd la cuantificacion de la vitamina A por Cromatografia de Liquidos de Alta
Resolucion en fase inversa, de acuerdo a sus propiedades fisicoquimicas y haciendo uso de
tablas de seleccién de columnas y métodos, con materia prima previamente estandarizada ¥

la columna cromatografica calificada (anexo 2)

Como el método es cuantitativo se hacen ensayos a diferentes concentraciones. En un inicio
1a concentracion de vitamina A fue de 141.7 Hg /ml, pero las areas del cromatograma eran
de 3,869 mAU, puesto que es muy alta se opté por disminuirla hasta obtener respuesta
menor a 2873 mAU, sin embargo para no saturar la columna de muestra, se disminuyd la
conceniracién aiin mis hasta obtener un irea de 853 mAU (valor de érea que es confiable y
s reproducible).

Durante el desarrollo del método se emplearon diferentes condiciones cromatogréficas, para
establecer las mejores en la cuantificacion de 1a vitamina A (palmitato de retinol) en sofucién
oral. Tomando como primera opcion la condicion I de Ia tabla 4, se modificaron los
volimenes de fase mévil, también al cambiar la columna el tiempo de retencién del pico es

menor, se favorece de esta forma la disminucion en el tiempo de anilisis.

Los cromatogramas se evaliian en base a que cumplan con las especificaciones establecidas
para un sistema cromatografico ideal, tales como: una resolucién mayor ¢ igual a 1.5, ¢l
tiempo de retencién menor a 10 minutos, presién de 150 — 200 bar, el pico debe ser

estrecho.
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El cromatograma obtenido bajo las condiciones cromatograficas No IX, tiene una resolucion
de 3.23, el tiempo de retencién para vitamina A es de 3.528 min, €l coeficiente de variacion
de la cuantificacién es menor a 1 %, la simetria del pico es de (.94, el consumo de fase
mévil en un anélisis de dos horas es de 460ml, por ello estas son las mejores condiciones

obtenidas (Ver anexol).

El tienhpo que se requiere para un analisis de rutina debe ser corto, para lograr una
disminucién en el tiempo de entrega del resultado, porque es una etapa basica en los
procesos de manufactura  (troquelado, inicio de llenado, recubrimiento y
acondicionamiento}, ya que se requiere tener conocimiento de la valoracion del producto, ya

que puede suffir alguna reaccién en las condiciones del proceso.

La muestra de vitamina A no requiere pretratamiento, ya que se disuelve facilmente en
isopropanol (primer medio de dilucién), con ello se eliminan problemas por solubilidad del

activo (inespecificidad, existencia de particulas extrafias en suspension).

En general es preferible que el solvente empleado en la dilucion final se aproxime a la
composicién en la fase mévil, para obtener un pico con simetria adecuada, por eso se buscod

que el medio de dilucion fuera semejante a 1a fase movil,

Antes de iniciar la validacion del método fue indispensable Ia realizacion de la calibracion del
equipo a utilizar, se verificaron todos los médulos del equipo (bomba, detector, el inyector
principalmente), para tener confianza en los resultados generados por dicho equipo (Ver

anexo 3).
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En cuanto a la validacitn del método:

L

P

ALIDAD DEL SISTEMA

¢ Dado que Fregreaica calculada > Fregrmua Critica por lo tanto existe una
relacion altamente significativa entre la cantidad adicionada y el area
obtenida.

¢ Dado que F,ju. calculada < F,... critica por lo tanto no existe falta
de ajuste a la regresion lineal simple cantidad adicionada-area.

e De acuerdo al analisis de regresion, existe una relacion lineal simple
entre el area determinada con la cantidad de farmaco presente, por lo
que el sistema es lineal.

ION DEL SISTE

Dado que el coeficiente de variacion (C.V.) 0.2510% calculado, es menor al CV.
critico 1.5% por lo tanto el sistema es preciso.

LINEALIDAD DEL METODO

L

Dado que Fregesics Calculada > Frpeia critica. Existe una relacion  altamente
significativa entre Ja cantidad adicionada y la cantidad recuperada.

Dado que Fyjume calculada < Fyu. critica. No existe falta de ajuste a la relacion lineal
simple : cantidad adicionada—cantidad recuperada.

De acuerdo a los resultados en el andlisis de regresion, existe una relacion lineal entre la
cantidad de vitamina A recuperada y la cantidad de vitamina A adicionada.

E SION DEL, METO PRODUCIBILIDAD

Dado que Frama, calculada < a2 Foaua critica entonces el Método Analitico es
reproducible por los analistas.

Dado que Fy, ealeulada < a ¥y, critica entonces el Método Analitico es reproducible
en distintos dias por un mismo analista.

El Método Analitico es reproducible ya que la F calcutada por dia y por analista es
menor 2 la critica
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EXACTITUD

¢ Como tos experimental €5 < ¢ 95 critico €Ntonces el método es exacto a los niveles de
concentracion de 80, 100 y 120 %.

» Elintervalo de confianza para la media incluye al 100 %.

ESPECIFICIDAD

* Elmétodo es especifico ya que no existe interferencia por parte de los excipientes
(aceite de cacahuate, o-Tocoferol, metil-parabeno y propil-parabeno) en la
cuantificacion del principio activo ( vitamina A ).

TOLERANCIA

* Dado que el coeficiente de variacion entre las dos determinaciones es menor a 1.5 %, el
método es capaz de soportar cambios durante el proceso de analisis, por lo tanto el
método es tolerable, cuando se cambia el peso del estandar y pureza del metanol.

ESTABILIDAD DE LA MUESTRA

Dado que ¢l coeficiente de variacion entre las dos determinaciones es menor a 1.5 %
(0.132%), se concluye que la muestra analitica es estable hasta por 24 horas, puesto que
se puede obtener un resultado confiable en este intervalo de tiempo de analisis.

¢ Puede ser analizada una muestra de vitamina A, solucidn oral hasta un tiempo de 24 hrs
con la confiabilidad de que la muestra solo se degradara el 0.202 %.

» Lamuestra es estable por 3 meses a temperatura ambiente.

¢ La muestra analitica se degrada un 3.267 % durante 3 meses
Temperatura de 40° C.

¢ La muestra analitica se degrada un 1.55 % a 60°C por 15 dias.
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VIIDL.CRITERIOS DE ACEPTACION. #

Norma Oficial Mexicana (NOM-EM_003-SSAI-1998)

LINEALIDAD DEL SISTEMA.

COEFICIENTE DE 2098
HDETERMINACION ( £)

>0.99 0.999868

= 0.0 0.045606

CRITICA (1,12

4.67

ANALISIS DE VARIANZA F raurave amsts carcorapa £ F pazra 324
{ FALTA DE AJUSTE )

DB AJUSTE CRITICA (3,10}

3.71

PRECISION DEL SISTEMA.

0.2510614

LINEALIDAD DEL METODO

ESPECIFICACION. |

COEFICIENTE DE > (.08
DETERMINACION ( )
COEFICIENTE DE >0.99
CORRELACION (r)
PENDIENTE (m) 1.0
ORDENADA AL ORIGEN (b) 0.0 0.015333
ANALISIS DE VARIANZA Feaaresion cavcana 2 Frgoresion
CRITICA (1,13} 15140593

4.67

ANALISIS DE VARIANZA

F pactapeanstecarcoana £ F pacza
(FALTA DE AJUSTE ) DB ATUSTE CRITICA (3,10} 225

37
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REPRODUCIBILIDAD DEL METODO

EXACTITUD DEL METODO

SPECIFICACION.

__CARACTERISTICA 'ESPECIFICACION RESULTADO
REPRODUCIBILIDAD ENTRE Fouscarcuaos < F s cimen 0.634576
DIAS 6.61
REPRODUCIBILIDAD ENTRE | <F 2342215
ANAL[STAS ANALISTAS CALCULADA ANALISTAS
5.05

' RESULTADO

PRUEBA DE t (STUDEN).

t carcoana < ¢ crimca

80 % (2.1395)
100 % (1.0845)
120 % (2.1239)

ESPECIFICIDAD

i ESPECIFICACION

80 % (0.6062)
100 % (0.582)

SEPARACION

QUE HAYA SEPARACION DE |-

COMPONENTES

HAY SEPARACION

TOLERANCIA DEL METOD

0

- RESULTADO

COEFICIENTE DE
VARIACION (C.V.

«<2.0

0.0291623

ESTABILIDAD DE LA MUESTRA ANALITICA

- RESULTADO

COEFICIENTE DE
VARIACION (C.V.

0.13214
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¥ CONCLUSIONES

8.1

IX. CONCLUSIONES.

Con el método desarrollado por Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion
de fase inversa, se puede cuantificar vitamina A ( palmitato de retinol) en una
forma farmacéutica de solucién oral

8.2 Elmétodo analitico es confiable ya que es:

Lineal: la realcion entre la cantidad adicionada de vitamina A y ¢l drea obtenida es
lineal en el intervalo de 50 % (19.46 mcg/ml) a 150 % ( 58.38 mcg/ml).

Preciso:  se obtiene una variacion pequefia en el area a la concentracion del
100%{38.92 meg/ml) de vitamina A.

Exacto:  la cantidad de vitamina A que se adiciona en la solucién oral, es la
cantidad que se recupera.

Reproducible: no se ve afectado el resultado de la valoracion de vitamina A por
un cambio de analista y de dia.

Especifico.  se puede realizar la cuantificacion de vitamina A, sin que exista
interferencia por parte de los excipientes presentes en la formulacion.










=% CROMATOGRAMAS

—_—

LR U SRS WY

3 g

g

[
=]

-
o

(=]

|
j
1
i
3

Fig 8. Cromatograma correspondiente al estindar de vitamina A, usando
las condiciones IX.
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Fig 10, Cromatograma correspondiente a la muestra de vitamina A
solucién, usando las condiciones IX.
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Fig 11, Topograma correspondiente 2 la muestra de vitamina A solucién,
usande tas condiciones IX, asociado a tres ejes: minutos, nandémetros y

absorbancia.
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Purity factor : 999.605 (100% of spectra is within the
calculated threshold limit.)

Fig 12. Anélisis de pureza del pice cromatografico correspondiente a la
muestra de vitamina A solucién, se usan todos los espectros y el factor de
pureza de 999.605 sieudo el limite de pureza de 1000.
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Fig 13. Cromatograma correspondiente al placebo, uando las condiciones
cromatogrificas estabiecidas, se observa una vespuests menor a
0.15mAU.
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Fig 14, Diagrama de Isoabsorbancia, donde se muestra que la mayor

absorbancia corresponde a una longitud de onda de 320 -340 {rango del
miximo de vitamina A),
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1.1

2.1

2.2

3.1

3.2

33

PROCEDIMIENTO DE CALIFICACION DE COLUMNAS.

L. OBJETIVO:

Asegurar la eficiencia de las columnas » utilizadas en cromatografia liquida de alta

resolucion, para el analisis de productos farmacéuticos y materias primas empleadas

* en la elaboracion de medicamentos

IL. ALCANCE

Este procedimiento se aplica a todas las columnas nuevas que sean adquiridas por

este laboratorio, para que puedan ser utilizadas,

Debe seguir este procedimiento todo analista que utilice una columna nueva.

HI. RESPONSABILIDADES

Sera responsabilidad de la Gerencia de Control de Calidad, tener conocimiento de

este procedimiento, asi como autorizarlo,

Serd responsabilidad de la jefatura de control de calidad, verificar 1 correcta
aplicacion de este procedimiento.

Seré responsabilidad del personal Quimico y técnico Ia correcta aplicacion de este

procedimiento.
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IV. GENERALIDADES

4.1 INTRODUCCION

4.L1 COLUMNAS,

La columna empleada para HPLC puede considerarse como el corazon del sistema
cromatografico, pues en ella tiene lugar la separacion de los componentes presentes en las
muestras, por consecuencia algin defecto o deterioro en la columna conducira
inevitablemente a separaciones pobres y resultados no confiables, independientemente de
otros factores que pudieran afectar al anlisis.

El material de reileno de la columna no es tan resistente como el acero que la rodea, por lo
que su uso debe ser el mas comrecto y temer cuidados especiales, ademas de darle
mantenimiento. La vida util de una columna depende de muchos factores como pueden ser:
tipo, naturaleza de la muestra, tipo de solvente, temperatura de trabajo, etc, afectando con
ello el nimero de inyecciones probables a realizar.

Es un hecho que si una columna se emplez sélo para un tipo de muestras, tiene un mayor
tiempo de vida qtil que aquella que s¢ emplea para varias muestras.

Para evaluar los defectos de cada fase movil y tipo de muestra sobre la columna
cromatografica, con la finalidad de evaiuar las metodologias y tener un historial de Ia
columna, es necesario destinar una columna para cada tipo de muestra y llevar por lo tanto

un registro de éstas,
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4.2 PERDIDA DE LA EFICIENCIA.

La pérdida de la eficiencia de las columnas de HPLC, estéd dado en forma normal
por el uso, esto es el mimero de inyecciones que se realicen, o cual puede no
constituir un problema, va que las columnas deben descartarse luego de unas 2,000
¢ 3,000 inyecciones, siendo esta una regla muy general, ya que depende muchas
veces del tipo de separacion efectuada, naturaleza de la muestra, limpieza de [a
columna, tipo de fase mévil empleada , mantenimiento que en general sele deata.
columna. Cuando la pérdida de la eficiencia es notoria hay que determinar en que
condiciones de la columna se esta trabajando. Para poder evaluar dichas
condiciones es necesario aplicar un método de calificacién de columnas, en el cual

se determinen los parametros condicionantes de la eficiencia, tales como:

* Factor de capacidad (K')

% Factor de separacion { )

#* Resolucion (Rs)

#* Nimero de platos tebdricos (N)
* Asimetria  (As)

4.3 DEFINICIONES

4.3.1. Factor de capacidad {(K)
Es el cociente entre el ntimero de moles de soluto en la fase estacionaria y el namero de
moles del soluto en ia fase movil y estard relacionado con el coeficiente de distribucion entre

ambas fases.

K =No. de moles det soluto en la fase estacionaria

No. de moles del soluto en la fase mévil
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Puede demostrarse que K es proporcional al tiempo de retencion del soluto y se calcula para

el pico enésimo como:

K=(Tn-To)
To

Donde: Tn = Tiempo de retencion del enésimo pico.

To = Tiempo de Ia primera respuesta evidente del cromatograma.

4.3.2. Factor de separacion { o),

Es el cociente entre los factores de capacidad de un par de picos, si no existe separacion,

es igual a fa unidad y su valor aumenta cuando aumenta la separacion se calcula como:

a =(K2K1

4.3.3 Resolucién (Rs).

Es la expresion cuantitativa de Ia calidad de Ia separacion, esta expresion se calcula para un

par de picos adyacentes como:

R=_ (T-Tp__
172 (W, - Wy)
Donde :
T1 y T2 son los tiempos de retencion de los picos 1y 2

W1y W, son los anchos de los picos medidos desde su base.
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4.3.4 Platos tedricos (N)

El concepto de plato tedrico fue desarrollado en 1941 por Martin y Syngle, para la
cromatografia de particion liquido - liquido, para explicar el fenémeno separativo,
compararon el método con un proceso de distribucion en contracorriente, donde 1a
extraccién de las fases se repite varias veces en forma encadenada, Sin embargo Ia
diferenéia fundamental reside en que en ia cromatogréfia el proceso es continuo, pero la
columna podia dividirse en cortes o rodajas imaginarias donde se conseguia un equilibrio
transitorio, antes que la fase mévil avance hacia el siguiente, cada corte se llama plato y su

espesor es la altura equivalente del plato terico.

La eficiencia de una columna cromatografica y por tanto su poder separativo se mide en
funcién de su namero de platos teéricos ¥ puede calcularse en funcién del ancho de] pico, de

la siguiente manera:
N= 16 ( TWW 1an)*

Donde; Tn = Tiempo de retencién del pico enésimo

W ran = Ancho del pico medido sabre la linea base.
4.3.5 Asimetria de picos (AS).

La Asimetria (Tailing) es una de las formas méas comunes de alejamiento de la curva
Gaussiana y su medicién es importante puesto que puede levar, de acuerdo a su magnitud, a

errores considerables de cuantificacion e incluso ocultar picos adyacentes.
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Si bien no existe un criterio Ginico para el calculo de asimetria, las formulas empleadas con

mayor frecuencia son:

As (10%) = bja As (5%) = bYa

Donde a, b, son las medidas entre 1a linea que une al miximo del pico con Ia linea base y los
extremos anterior y posterior del pico, tomados al 10% de su altura y b' y a' son los mismos
parametros al 5% de la altura.

V. EQUIPO

5.1  Cromatografo de liquidos de alta resolucion {Automatico)
Bomba cuaternaria G131 1A, Serie: US53600781.
Columna con termostato (ColComp) G1316A, SERIE-US54001027
Detector con arreglo de diodos G13 15A, Serie - DE613801174
Automuestreador {ALS) Gi313A, Serie- DE54901581
Bomba desgasificadora (Degasser) G1322A, Serie - JP63202175
Procesador Pentium Ultra VGA 128 Hewlett Packard

5.2  Balanza analitica Toledo

5.3  Equipo de filtracion Millipore
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VI, MATERIAL

6.1  Material de vidrio utilizado comtinmente.
6.2 Membranas Millipore 0.45 micras
6.3  Viales con tapon

VII. REACTIVOS
7.1 Metil y propil parabeno (estandar secundario)
7.2 Agua desionizada grado HPLC o equivalente
7.3 Metanol grado HPLC,
VIIL PROCEDIMIENTO
8.1  Condiciones cromatogrificas

Columna; Fase reversa (a evaluar)

Fase movil:  Metanol: Agua (50:50)

Vel Flujo: 1.0 mi/min.

Inyeccion: 20 mol

Detector: Detector con arreglo de diodos (UV/V)a 254 nm
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8.3

8.3.1

8.3.2

833

8.4

Medio de dilucion:

En un recipiente adecuado cofocar 500 ml de agua desionizada (HPLC), adicionar
500 mi de metanol (HPLC) y mezclar para obtener una proporcién 50:50.

Fase mévil:  Metanol : Agua (50:50)

Filtrar 1600 mi de agua desionizada, utilizando un equipo de filtracion Millipore,
mediante una membrana HA, Millipore de 0.45 micras y colocarlo en un Teservorio,
identificar correctamente,

Filtrar 1000 ml de metanol grado HPLC, utilizando un equipo de filtracién Millipore,
mediante una membrana HV, Millipore de 0.45 micras, y colocarlo en un reservorio,

identificar correctamente,

Filtrar 1000 ml de Acetonitrilo grado HPLC, utilizando un equipo de filtracién
Millipore, mediante una membrana HY, Millipore de 0.45 micras, y colocarlo en un

reservorio, identificar correctamente.

Preparacién de un estindar de referencia.

Pesar aproximadamente 20 mg de propilparabeno y 20 mg de metilparabeno y
transferirios a un matraz volumétrico de 100 ml, adicionar 50 ml del medio de
dilucién y agitar por un periodo de 10 minutes, aforar con medio de dilucién,
transferir una alicuota de 5 ml de la solucién anterior a un matraz volumétrico de

100 mi, aforar con medio de dilucién y mezclar.
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8.5  Preparacitn del equipo .
Depurar las tuberias, haciendo pasar por ellas:
L- 100% de agua
2.-  100% de Metanol
3.-  100% de Acetonitrilo
Repetir el paso 3, 2, 1, en este orden.
8.6  Preparacién de la columna.
Si se trata de una columna nueva debe hacerse pasar 100% de acetonitrilo durante
30 minutos, posteriormente hacer pasar la fase movil metanol: agua (50:50), hasta
abtener una linea base estable.
$i se trata de una columna en uso, se realiza e método de lavado correspondiente, y
posteriormente se hace pasar la fase movil hasta obtener una linez base estable.

Procedimiento:

8.7.1  Inyectar por triplicado 20 mcl de la solucién patron hasta que el C.V. entre cada
una de las respuestas por cada inyeccion, no sea mayor a 1.0%,
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8.7.2 Determinar los parimetros de evaluacion de la columna,

# Factor de capacidad

#* Factor de separacién

#* Resolucion

¥ Nimero de platos tedricos

#*  Altura equivalente de un plato tedrico
#*  Asimetria de picos

IX. CALCULOS
9.1  Factor de capacidad.
Expresion matematica: K=(Tn-To) Donde:
To

Tn = Tiempo de retencién del enésimo pico

To =Tiempo al cual se manifiesta la primera respuesta evidente en el cromatograma,

Caleular el factor de capacidad de la ecuacion matematica anterior para cada pico.
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Ejemplo:
Fico N1: K= (T1-T0}
TO
Pico N2: K=(T2-T0)
TO
METILPARABENQ - PROPILPARABENG
Tz
Tl'-'l_
|
b,
}\ W, J L w,l
TIEMPOQ
Criterio de aceptacién.
Para pocos componentes Para varios componentes
2-10 0.5 -20
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9.2  factor de separacion (a.)

Expresion matematica; a =K?2 Donde:
K'1

K'l = factor de capacidad del pico 1
K'Z = factor de capactdad del pico 2

K'=(Tn-To})
To

METILPARABENQ - PROPILFARABENG

—~f —
—T

i

+ 4

b

T
; \ Wl w2

— (o~
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Criterio de aceptacion

Cuando existe un factor de capacidad aceptable, el factor de separacion o ) sera por lo
tanto aceptable, si no existiera separacion { a ) es igual a la unidad ¥ su valor aumenta

cuando aumenta la separacion. Porlo tanto « debe ser mayora 1.

9.3 . RESOLUCION

Expresi6n matematica: R= (T,-T))

122 (W+W)) Donde;
Ty = Tiempo de retencién del pico | Wi = Ancho del pico 1 medido desde su base
Tz = Tiempo de retencion del pico 2 W2 = Ancho del pico 2 medido desde su base

Para ¢l cilculo de W, trazar una tangente, en los extremos anterior y posterior del pico,
desde su méximo hasta Ia linea base del cromatograma.

Criterio de aceptacién:

Muestra control Muestra de nutina

> 1.5 > 15

9.4  Niimero de platos teéricos (N)
Expresion matemética; N =16 (T/'W )

Donde: Tn = Tiempo de retencion dei pico enésimo
W 1an= Ancho del pico medido sobre la linea base.
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Determinar el valor cuantitativo de Wtan con ayuda de una regla milimétrica, midiendo el

ancho del pico desde su base.

Criterio de aceptacién:

Columna nueva Columna en uso

De acuerdo a lo indicado | 50% de lo indicado por el
por el proveedor. proveedor

9.5  Altura equivalente & un plato tedrico

Expresion matematica: H=L/N Donde:

H = Altura equivalente a un plato tedrico
L = Longitud de la columna en micrémetros

N = Namero de platos tedricos

9.5.1 Altura reducida del plato:
h=H/Tp

Donde: H = Altura equivalente a un plato teérico
L = Longitud de la columna en micrémetros

N = Nimero de platos tebricos
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9.6

Criterio de aceptacién;

Altura del plato
reducida Criterio
<3dp Columna buena
4dp<h<3dp Aceptable
>6dp Columna muy deteriorada
Asimetria de picos (As)
Expresion matematica: As (5%) = (bla)

AS(10%) = (bVa')

Trazar una tangente de ambos lados de! pico desde el punto méximo hasta la linea
base para obtener W (anchura del pico).

Tomando el punto maxime del pico enésimo, trazar con ayuda de una regla una linea

recta hasta el punto que une con la linea base.

Determinar los valores de b, a del pico enésimo para 10 y 5% de h total.
Substituir los valores obtenidos en la expresion matemitica para cada valor

porcentual de As.)
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METILPARABENQ - PROPILPARABENG

h;
J
» ]
Wz
Criterio de aceptacién:
Muestra control Muestra de rutina
<15 <20
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10.1

10.2

X. EVALUACION DE LOS CRITERIOS DE ACEPTACION

Ningin parametro debe estar fuera de lo establecido.

Medir la eficiencia de acuerdo a lo indicado por el proveedor y descartar la columna

cuando la eficiencia llegue al 50% de su valor inicial.

RESULTADOS DE LA CALIFICACION DE COLUMNA

COLUMNA: SYMMETRY WATERS PRODUCTO: VITAMINA A,

SOLUCION
No DE SERIE: T631011L.08 TIPO: C18, 15 cm x 3.9 mm
Sum.
ESPECIFICACIONES |
! | DELPROVEEDOR
s L ot
382033 2,000-10,000
Rs 31.50 >20
K 1.25 > 1
4.82
a 423 >1
As 0.92 0.8-12
0.99

CONCLUSION: La columna se encuentra en condiciones dptimas para ser utilizada y

obtener picos cromatograficos con las caracteristicas deseadas, segiin la metodologia que se

utilice.
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CALIFICACION DEL CROMATOGRAFO DE LiQUIDOS HP 1100.
LOBIETTVO,
1.1 Conocer el procedimiento para calificar el equipo cromatografico Hewlett Packard,
Asterix 1100, para determinar si este necesita ser calibrado o se encuentra en
condiciones adecuadas para ser utilizado.

IL ALCANCE.

2.1  Este procedimiento se aplica al equipo cromatografico Hewlett Packard, Asterix
1100 situado en este laboratorio.

22 Debe seguir este procedimiento todo analista que utilice el equipo por lo menos

una vez al mes o antes de iniciarse alguna validacién,

IIL. RESPONSABILIDAD,

3.1  Sera responsabilidad de la Gerencia de Control de Calidad, tener conocimiento de

este procedimiento, asi como autorizarlo,

3.2 Seri responsabilidad de la jefatura de control de calidad, verificar la cofrecta

aplicacion de este procedimiento.

3.3 Sera responsabilidad del personal quimico y técnico la correcta aplicacion de este

procedimiento.
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IV.GENERALIDADES.

4.1 INTRODUCION

Los equipos de Cromatografia de Liguidos de Alta Resolucién, pueden ser clasificados
en integrados y modulares, en este caso el equipo cromatografico Hewlett Packard,
Asterix 1100, es de tipo modular es decir cada uno de sus componentes se encuentran

separados uno de otro.

Las partes que conforman el equipo cromatografico son:
1. Reservorios.
2. Bomba. { Mezcladora y
degasificadora
3. Inyector.
4. Detector.

El reservorio es el recipiente que contiene la fase mévil, generalmente son frascos de
vidrio o polimero resistentes que no interactue con la fase moévil y bien cerrado para

prevenir la introduccion de particulas ambientales al sistema.

Las bombas en Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion tiene la funcion de
impulsar la fase mévil proveniente del reservorio hacia el inyector y de ahi hacia la
columna, estan constituidas en forma general de acero inoxidable, zafiro, rubi y teflon

evitando con esto alguna interaccion de la fase movil con la bomba.
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El inyector es el dispositivo que permite introducir la muestra en solucion sin interrampir
el caudal de solvente a través del sistema, este debe ser facil de operar, inerte a la
muestsa o fase movil, preciso en cuanto a la cantidad de muestra que se introduce al

sistema, no debe provocar diluciones importantes de la muestra inyetada.

E! detector ¢s la parte del equipo que permite “ver” y “ubicar” en tiempo y espacio la
posicién de cada componente de una muestra a la salida de 1a columna cromatografica,
hay de varios tipos, pueden ser generales o receptivos, los detectores deben tener ciertas

caracteristicas como son :

1. Amplio rango de respuesta.

. Poseer una respuesta lineal.

. No contribuir al ensanchamiento de banda extracolumnar.
. Responder a todo los componentes.

. Ser sensible,

. No afectarse por cambios en la temperatura.

. Poseer una buena relacion respuesta/miido.

- B = BT I R )

. No destruir la muestra.

V. EQUIPO.

5.1  Cromatdgrafo de liquidos de alta resolucion { Automatico ).
Bomba cuaternaria G1311A. Serie: US53600781.
Columna con termostato ( ColComp ) G1316A. Serie-US54001027.
Detector con arreglo de diodos G1315A. Serie-DE61801174,
Automuestreador ( ALS ) G1313A. Serie-DE54901581.
Bomba desgasificadora ( Degasser ) G1322A. Serie-JP63202175.

Procesador Pentium Ultra VGA 128 Hewlets Packard.
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5.2 Balanza analica Toledo
5.3 Equipo de filtracién millipore
VL. MATERIAL
6.1 M;terial de vidrio utilizado cominmente.
6.2 Membranas millipore 0.45 micras.

6.3 Viales con tapon.
6.4 Probeta de 10 ml.

VIL REACTIVOS,

7.1 Metilparabeno ( estandar secundario ).

7.2 Agua desionizada grado cromatogrifico o equivalente.

7.3 Metanol, grado cromatografico

NOTA: Puede utilizarse cualquier otro estindar, empleando la metadologia
cromatografica correspondiente.

YOI, PROCEDIMIENTO.
8.1 Condiciones cromatogrificas.
Columna: Fase inversa ( segin la metodologia a wtilizar, por ejemplo: si se utiliza

estandar de Albendazol, emplear columnas asignada para albendazol ).

108




%% CALIFICACION DE EQUIPO

Fase movil.  Metanol : Agua { 50 : 50 ) o la correspondiente al método a utilizar.
Vel. De Flujo: 1.0 mVmin. 6 el correspondiente detector.

Inyeceién: 20 mel 6 el correspondiente.

Detector: Detector con arreglo de diodos ( UV/ Vis ).

Long, de onda:254 nm o Ia corvespondiente.

8.2 Fase movil:

Preparar segiin el método a utilizar.

8.2.1.Filtrar 1000 m! de agua desionizada, utilizando un equipo de filtracion millipore,
mediante un membrana HA, millipore de 0.45 micras y colocarlo en un reservorio,

identificar correctamente.

8.2.2. Filtrar 1000 ml de Metanol grado cromatogrifico, utilizando un equipo de
filtracion millipore mediante una membrana HVY, millipore de 0.45 micras, y

colocario en un reservorio, identificar correctamente.
8.2.3. Filtrar 1000 ml de Acetonitrilo grado cromatografico, utilizando un equipo de
filtracién millipore, mediante una membrana HV millipore de 0.45 micsas, y

colocarlo en un reservorio, identificar correctamente.

8.3 Preparacién de un estindar de referencia.

Preparar segun el método a utilizar.

8.4 Preparacion del equipo.
Depurar las tuberias, haciendo pasar por ellas:

1.-10G % de agua
2.-100 % de Metanol.
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3.- 100 % de Acetonitrilo.

Repetir el paso 3, 2, 1 en este orden.

8.5 Preparacion de Ia columna.

Si se trata de una columna nueva debe hacerse pasar 100 % de acetonitrilo durante 30

min, posteriormente hacer pasar la fase mévil, hasta obtener una linea base estable.

Si se trata de una columna en uso, se realiza el método del lavado correspondiente y

posteriormente se hace pasar la fase mévil hasta obtener una linea base estable,

8.6 Procedimiento,

EVALUACION DE LA BOMBA

Respuesta a medir:  Violumen de fase movil liberada.

Presion registrada.

1 - Realizar 6 mediciones repetidas del solvente liberado en los siguientes niveles de flujo

y registrar en una tabla como la siguiente:

MEDICION L ml/ min 1.5 ml/ min 2 ml/ min

AN i s W] M
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2.- Calcular media, desviacion estandar y coeficiente de variacion,

Especificacién C.V. < 1 %.

EVALUACION DEL INYECTOR.

Respuesta a medir . Volumen inyectado.

1.- Preparar una solucion de concentracion conocida de un estandar de pureza conocida
e inyectar por triplicado 5 diferentes volumenes de dicha muestra, registrar la

respuesta del detector en una tabla y correlacionarla con el volumen inyectado de la

siguiente forma:

YOL RESPUESTA 1 RESPUESTA 2 RESPUESTA 3

INYECTADQ
10
20
30
40
50

2.- Calcular la ordenada al origen (b), pendiente (m), coeficiente de determinacibn (r)y
coeficiente de corretacion { r* ), mediante un analisis de regresion lineal.

Especificacion: b=0 m~ 1 r=0.99 '~ 098
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EVALUACION DEL DETECTOR,
Respuesta a medir.  Picos obtenidos.

1.- Preparar 5 soluciones de concentraciones conocidas de un estandar incluyendo fa del

100 % de dicho método, inyectar por triplicado cada concentracion.
2.- Realizar las determinaciones de absorbancia de las mismas muestra ( las §
concentraciones por triplicado ) en el Especirofotdmetro Hewlett Packard 8453,

previamente calibrado y 1a misma longitud de onda.

3.- Registrar las respuestas de cada determinacion en una tabla como la siguiente:

CONCENTRACION | RESPUESTA 1 RESPUESTA 2 RESPUESTA 3

AREA [ABS AREA (ABS AREA JABS

60 %

80%

100 %

120 %

140 %

4.- Determinar 1a equivalencia entre el detector del HP. L.C. y en el de otro instrumento
comparando las linealidades de ambas curvas, para ello realizar un analisis de

regresion de Concentracion vs Area y Concentracién vs Absorbancia.

5.- Evaluar m, b, r y 1* para cada curva y evaluar la paralelidad.
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X. EVALUACION DE LOS CRITERIOS DE ACEPTACION.

10.1 Ningiin parmetro debe estar fuera de lo establecido, de no ser asi el equipo debe

ser calibrado.

X1. REFERENCIAS.

1.- Introduccion al HP.L.C. Aplicacién practica. Merck. Pag. 42-51, 361-370.
2.- Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos. 6* Edicion. 1994, Pag. 110-113.
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RESULTADO DE CALIFICACION DE H.P.L.C.

EVALUACION DEL INYECTQR

5 235,83
& 236,95
5 236,85
10 473,93
10 475,34
10 477,07
15 718,81

15 724,97
15 723,82
20 965,45
20 964,85
20 960,66
25 1193.81
25 1196,14
25 119264

ANALISIS DE REGRESION LINEAL

m = 48.0703708
b=-2.58107266
r®=0.99846020
= 0.999923008

AREA {Respuenta)

~¥2888883

EVALUACION DEL INYECTGR

y = 48,00 - 25793

V] 8 10 15 20 <1
VOL IWYECTADC
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VALUACION DEL DET

" CONC(mog/ml) | - AREA
10 379,58
10 380,28
10 379,66
15 565,96
15 567,38
15 567.25
20 757,67
20 758,09
26 758,11
35 955,86
25 956,66
25 954,68
30 112847
30 127,56
30 1130,08

ANALISIS DE REGRESION LINEAL

m=37.7336624
b =3.16878466
r?=0.99961579
= 0.999807878

EVALUACION DEL DETECTOR

Py

SEREEE

RESPUESTA (AREA

|y 5 w 15 20 25 0
CONCENTRACION (mcgimi)

H5
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EVALUACION DEL DETECTOR

"CONC(mog/mi) | ABSORBANCIA
10 1,008
10 1,0072
10 1,0075
75 1,5032
15 1,5068
15 14976
20 2,0493
20 1,9856
20 19046
25 2,509
25 2,535
25 2,5037
30 -
30 *
0 :

ANALISIS DE REGRESION LINEAL

CONCENTRACION (megimi)

m = 0.100646
b = .0.002346
2 =0.9991841
= 0.9995%200
EVALUACGION DEL DETECTOR
3
25
8 15 1[
§ R2 = 0,9992
1}
o
05
[¢] + +
] 10 X 0
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EVALUACION DEL FLUJO

| MOLUMEN-OBSERVADO M. =
0,5 05 05
11 1 1
15 1.5 15
2 2.1 2
26 25 25
r EVALUACION DEL FLUJO A
_3
%15 - Re=1
S 1
e ]
o 05 1 15 2 25
L FLUJO {mimin)
J

EVALUACION DE LA PRESION

RESION bar. -

17
33
51
€9
66

EVALUACION DE LA PRESION

8

PRESION (bar}
3
S
b
3

[=]

[=-]

05 i 15 2 25
FLUWO (mUmin)
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