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I.INTRODUCCION

Las vitaminas son compuestos organicos que se
requieren para el crecimliento, desarrollo y metabolismc normal de
los animales, incluyendo al hombre. Es eserncial que las vitaminas
se encuentren presentes en la dieta allmentlclia, ya que no pueden
ser sintetizadas completamente en los tejides o, al menos, no en
una velocidad adecuada.

las vitaminas del complejo B, clasificadas como
vitaminas hidrosolubles, son un grupo complejo de sustancias cuyas
estructuras quinmicas no estan relacionadas entre si; incluyen a la
tiamina { BS ), la riboflavina { B2 ), la piridoxina ( BS ), la
cianocobalamina { Bl2 ) y coenzimas como la nlacinamida, la
biotina, el &cido félico y el acide pantoténico.

La determinacitn analitica de estas vitaminas es

muy Iimportante para la Industria farmacéutica 3 alimentaria. Do
hecho, existe bastante informacion relacionadu con 54
cuantificacién fndividual, utilizando diferentes mét odos

fisico-quimicons y biolégicos.

En lo que se refiere a la cianocebalamina, uu
delerminacion en presencia de otras vitaminus por procedimientes
fisleco-quimicos es muy difictl debide a las concentraciones
exepcionalmente bajas, comparadas con las démas, c©n que ésta se
encuentra en las diferentes preparaciones comerciales. en
cansecuencia, este tipo de nélodos puede aplicarse onicamente a
preparaciones relativamente concentpudas  de  cianeccobalamina,
siempre que sea posible evitar al maxime Ins interforenciasg

Ei método fisico~quimico mas importante empleado
para la determinacién de la cianocobalamina, esta basade en fa
medida de la absorcion de la luz por disoluciones acunsas de la
propia vitamina. Este método espectrofotométrice, que es uno de
los procedimientos documentados en la Farmacopea Hezicana y cn la
U.S.P. XXI para opateria prima v ceuncentrados  inyectables

constituidos solamente de cianocobalamina ( 1,2 ), no es



especifico y por lo tanto puede dar lugar a errores serics cuando
en una muestra problema se encuentran compuestos ( p.. e}
productos de degradacion ) que presenten abscorbancia do la iuz a
la longitud de onda seleccionada. Gtro  procedimienty wni
documentado es el método microbiologico, en el cual se utiiizan
microorganismos cuyo crecimiento es promovido por la vitamina B12.
Este andlisis, como todos los de su tipo, es sumamente especifico
y sensible puesto que persite detectar cantidedes de orden de los
miligrames o wmilimicrogramos, sin embarge es un método muy
laborlose, lento y poco reproducible.

La cromatografia de liquidos de alta resolucicn
(CLAR) parece ser una alternativa interesante de anadlisis, pués
permite conjugar a la vez caracteristicas de especificidad a
traves de la separacion de los componentes de 1a  nmuestra,
sensibilldad, rapidez y precisién. Es por esta razén que se estan
realizando cada vez mis estudios comparalivos entre los anallsis
microblolégicos y los anilisis por CLAR para vitaminas, en donde
los resultudos han mostrado que los métodos cromalograficos
aventajan a los microblologlicos .

Entre las diversas técnicas de la cromatografia de
liquidos, las nas apropladas para el anadlisis de compuestos camo
las vitaminas son: la cromatografia en fase inversa simple y la
cromatografia en fase lnversa con formaclén de pares de lones.

Se han reportado trabajos sobre la determinacién de
las vitaminas hidrosolubles en preparaciones pelivitaminicas
utilizando las técnicas anteriormente mwenclopadas. Los métodos
desarrollados por este medlo son rapidos, exactos y reproducibles,
sin embargo, en algunos de ellos las condliclones consideradas en
relacion a la clanocobalamina no son claras [ come p. e].
concentracién, recuperacion ) y en otros ni siquiera se ipcluye,

ya que debido a su baja concentracién resulta dificil de analizar.



El presente trabajo pretende contribuir al estudio
de las condiclones adecuadas para el anallisis de las vitaminas del
complejo B y al establecimiento de metodalogia analitica confiable
¢y rapida para el anilisis rutinario de la clanocobalamina en
preparaciones farmacéutices de pelivitaminicos. Para esto se
cunpliran los sigulentes objetivos:

1) Desarrollar un método para resolver dnicamente a la
clanocobalamina del conjunto de las otras vitaminas del complejo B
que usualmente la acompafian en las preparaciones farmacéuticas.

2) Desarrollar un método que permita resolver a la mayor
parte de las vitaminas del complejo B en una sola corrida.

La finalldad del primer objetivo es la de lograr un
an&lisis rapido y sencillo, exclusivasente para ia
clanccobalamina. Se utllizari la cromatografiade liquidos con fase
inversa .la finalidad del segundo objetivo es 1la de proponer
- condiclones éptiwas para la reallzacién del andlisis de cada una
de Jas vitaminas. Se utilizara la cromatografia de liguidos con
formacion de pares de iones.

A cada uno de los mélodos se le determinara la
linealidad, exactitud, precisién y especificldad en relacién a la

clanocobalamina.



II. GENERALIDADES

I1.1. LAS VITAMINAS HIDROSOLUBLES.

El grupe de las vitamlnas hidrosclubles esta
formado por los miembros del complejo B y el acido ascérbico.

Las vitaminas del complejo B comprenden a una serie
de compuestos que difieren notablemente en su estructura quimica y
en su accion bloléglca. La razen por la que son agrupadas en unz
sola clase se debe a sus fuentes de alslamiento original,
particularmente el higado y 'a levadura, Puesto que se encuentran
distribuldas similarmente en los alimentos, existe una tendencla a
administrar de manera conjun.a las vitaminas de! complejo B en
pactentes con deficlenclas dletéticas,

Dentro de este grupo se encuentran la tiamina {B1),
ta riboflavina (B2), la piridoxina (BS), la cianocobalamina (B12),
el acldo félico y la niacinamida; vitaminaus utilizadas en el
presente trabajo, por lo que a continuacién ( a excepcitn de la
clanccobalamina que se describira con mayor detalle )} se hard una
breve revisién de cada una de ellas que incluye las diferentes
formas farmacéuticas en que se encuentran y los correspondientes

métodos oflclales de anallisis (1 2,36,37 }.

Tiamlna.

Fué el primer miembro del! complejo B en ser
fdentificado’. Su ausencla en el organismo produce una forma de
polineuritis llamada beriberi.

La tiamina es una molécula que contliene un nucleo
de pirimidina y uno de tiazol. Funcliona en el organismo como la
coenzima tlamina plrofosfate ( TPP ).

Esta wvitamina puede prescribirse ya sea como
vitamina pura, en mezclas de vitaminas o en concentrados. Las
tabletas generalmente contlenen entre 5 y 500 mg, los inyectables

entre %50 y 100 mg/ml y tamblién esta disponible un elixir que



“contiene 2.25 mg/ml. Los métodos oficiales para el analisis, ya
sea de la tilamina o del wmenonitrate, en sus diferentes formas
farpacéulicas incluyende a ta materia prima, sc llevan a cabo por

fluorometria después de tratamiento con un agente oxidante.

Riveflavina.

Las funciones fisliolégicas de la ribofilavina se
realizan en Ja forma de dos coenzimas de las flavoproteinas
respiratorias llamadas flavin mononucledtido ( FMN } y flavin
sdenin-dinulestido { FAD ); éstas tienen una participacién activa
en ¢l metabolismo.

La riboflavina se encuenira disponible en tabletas
con concentracienes de 5 a 50 mg y en linyectables con
concentractones entre 5 a S50 mg/ml; puede cncontrarse sola o
combinada con otras vitaminas. los métodos oficiales de anAlisis,
tante para la riboflavina come para el fosfale en sus diferentes

formas farmacéutlicas, se reallzan también por fluorometria.

Piridoxina.

Existen tres compuestos naturales { plridoxina,
piridoxal y piridoxamina )} que poseen las mismas prapiedades
blolégicas, por lo que todas ellas son asignadas como vitamina BS
o piridoxina. estos compuestos difteren por el tipe de
sustiluyente del atomo de carbono en la posicidn 4 de un nucico de
piridina : la piridoxina es el alcohol primariao, el piridoxal es
el aldehido y la piridoxamina contiene un grupo aminometil. Los
tras compuestos menclonades son transformades en el argenisme o
piridoxul fosfato, la forma activa que tilene un papel muy
tmportante en una amplla variedad de transformaciones metab6licas.

La piridoxina se encuenlra disponible en tabletas
de § a S00 mg y en inyectables de § a 100 mg/ml, sela o combinada
con otras vitaminas. El analisis ofictal de estas diferentes
formas farmacéuticas se encuentra documentado por cromatogeaflia de
liguldes de alta resolucion ( CLAR }, con ayuda de un estdndar

interno { el #cldo p-hidroxibenzoico J.



Actdo félico.

La mayor parte de la moléculz de! 4citde félice o
éc!rdo pteroylglutdmico, esta formada por un anille pteridina unide
por medi{o de un puente metlleno al acide p-aminabenzolice, el cual
esta unido por un enlace amida al dclde glutédmico. El dcide
pteroylglutamico es la forma farmacéutica comin, aunque no es ol
principal folato encontrado en alimentos ni es la coenzima activa
en el metabolismo intercelular; pero al entrar a! organismo el
acido pteroylglutamico es transformado .

El aclido félico es expedido en preparaciones orales
sole o en comblnacidn con otras vitaminas y ninerales y tambleén en
inyectables ~n solucién acuosa. Las tabletas de actdo félico golo,
generalmente contienen 0.1, 0,25, 0.4, 0.8 0 1t mg y en
combinacidn, ya sean tabletas o cdpsulas, contienen de 100 pg a
mg; los inycctables alrrededor de 5 mg/ml. Los métodos oficiales
de analists, para cualqulera do estas formas, se reoalizan por
ClAR.

Niactnamida.

La nlacinamidu tasblén [lapuda nicotinamida o amida
del acido nicotinico participa en las reacciones biolédgicas de
oxido-reduccion como nicotinamida adenin-dinuciestldo { NAD ) o
nicotinamida adenin-dinucledtido fosfato { NADP }

La niacinamida se puede encontrar comercinimente en
tabjetas con las sigulentes cantidades: 25, S0, 100 y 500 mg,
también en lnyectables en solucidn acuosa de 50 a 100 mgsml. EI
metodo oficial de anadlisls para tabletas e inyectables que
contengan unicamente nlacinamida, es el espectrofotométirico, y en
mezelas se utiliza el método microbiclégico. Para el analisis de
materia prima se reporta la cromalografia liquida de aita

resolucian,



T1.2. LA VITAMIBA Biz2.
[1.2.1. CARACTERISTICAS GENERALES.( 3,4 )

La vitamina B12 fué aislada por primera vez en
forma. cristalina de las fracciones del higado ¢ Inmediatamente
demostrd ser especifica para el tratamiento de la anemia
perniclosa. E! higade continua slendo una fuente diétetica
impartante de vitamina Bi2, pero los extractos de higade ya no son
myy utilizados terapeuticamente debido a que existe uma
disponibilidad rapida de las formazs cristalinas de la vitamina por
otros medios.

Esta vitamina es esencial para el buen
funcionamtento de las ceélulas de la médula osea, el slsiema
nervioso y el tracto gastrolntestinal. Interviene princtpalmente
en la formacién normal de los elementos sanguineos.

El requerimiento humanc diario alimenticio de la
vitamina esta en el rango de 0.5 a 3 pg. una vez ingerida la
clanocobalamina se une al factor intrinseco y a olras protelnas
que se encueatran en los Jugos gasiricos e inlestinales. £n el
intestino delgado 2 un pH neutro y en presencia de calcio, e}
complejo vitamina Bl2-factor intrinseco es unido a una preteina
membranal y una vez en la sangre es transportada a los tejidos
unida a otras protelinas i lamadas transcobalaminas. La
transferencia al interlor de la célula prequiere de una fuerza
motora proténica y, tal vez, de una acarreador adicional.

En la anemlia perniclosa la vitanina no os absorbidu
oralmente en canlldades adecuadas, a nenos que se administre con
el factor lntrinseco o en cantldades del orden de los nmilligramos
(relatlvamente elevadas). Sin embarge, la  administracién

parenteral es utilizada mis ampliamente.



11.2.2. PREPARACIONES, DOSIFICACION Y RUTAS DE ADMINISTRACION.
' { 1,2, 38, 37 ) S

La vitamina B2 esta disponible en forma pura para.
administracién oral o parenteral, y en combinaciéon con otras
vitaminas y minerales para administracién oral. La elecclén de la
preparacion debe hacerse sliempre a partir del reconocimiento de la
causa de la deflciencia. Las preparaciones orales pueden
utillizarse como complemento dietético o para prevenir la
deficlencia de esta vitamina, peru tlenen poco valoer en el
tratamiento de paclentes con deflclencla del factor intrinseco,
donde se administra intramuscularmente.

La cianocobalamina puede encontrarse en inyectables
que contlenen 30, 100 hasta 1000 ug/ml. Existen ademas
preparaclones polivitaminicas que contienen entre § y 10C0 pg, con
o sin el factor intrinseco.

Las preparaciones purificadas del factor intrinseco
{ £.1 ) se estandarizan de acuerdo a su capacidad para promover la
absorcion de la vitamina Bi2 en los pacientes con  anemia
perniclosa, asi una unidad oral de f.i. se define como la cantidad
de material que puede unir y transportar 15 pg de ctanocobalamina.
La mayoria de las preparaciones de vitamina B12, combinadas con el

facter intrinseco, contienen 0.5 unlidades orales por tableta.
11.2.3. ESTRUCTURA DE LA CIANOCOBALAMINA.( 5 )

La cianocobalamina ( CejHssCoNial1aP ), es5 un
compuesto de peso molecular lgual a 1355.40 que contlene cobalto
trivalente con numero de coordinacion de 6. Esta formada por dos
sistemas heterociclicos: un nucleo corrinolde y un bencimidazol

“~(ver flgura No 2.1 }. El nucleo corrinoide es un nicleo
porfirinico nzdificado parecido al de la hemoglobina, que contiene
cuatro anillos del tipo pirrdlico, pero que difiere en que cada
par de anillos esta unido directamente en vez de por un puente

meteno; en coordinacién a los 4 nitrogenos internos se encuentra



el &lomo de cobalto que a la vez tiene un grupo ciamo unido. El
segundo sistema es una ribonucledtido que es excepcional por
contener como base a un 5-6-dimetilbencimidazol en una unusual
unién a-N-glicesil con wuna D-ribesa ( la mayoria de los
nucledtidos presentan unlones B ). Este rlibonucledtlido est2 unido
al corrinoide por un enlace de coordipacién entre uno de sus
dtomos de nitrégenc y el atome de cobalto, ademas de un enlace
ester entre el grupo 3-fosfato del ribonucleétido y una cadena
lateral del anillo corrinoide.

Actualmente se conocen como cobamldas a una scrie
de compuestos con actividad de vitamina Bl12. Las cobamidas se
distinguen por el grupo cocordinado al cobalto y las mas comunmente

utilizadas en productos farmacéuticos son ia ciancocobalamina y la

hidroxocobalamina.
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Figura No 2.1. FEstructura de l!a cianocobulapina. El nicleo
corrinoide se muestra mas oscuro. ( 3 )



11.2.4 PROPIEDADES GENERALES DE LA C]MDCOBM])IA. 7

Descripeién.( 1,6 ) .
La cianocobalamina es un polvo cristalino de ‘color
rojo lIntenso, libre de olores cuya forma anhidra es muy

higroscépica.

Velocidad de disoluctén intrinseca. { 3 )

La velocidad de diselucién intrinseca  fue
determinada después de comprésién bajo 1500 PSIG utilizando moldes
en forma de disco de 3/8" de didmetro. El 4rca superficlal fué
0.713 cn® . En un litro de agua 2 temperatura ambiente, agitando a
una velocidad de S0 r.p.m.,la velocidad de disolucion intrinseca
de la cianocobalamina es 0.275 mg min™t cmz. utilizando

espectirofotometria ultravioleta a 36! nm.

Solubilidad.( 1,2,3 )
Utilizando las definiciones de la U.S.P., se tiene

la siguiente lista:

SOLVENTE SOLUBILIDAD

Agua ligeramente soluble

HC1 0.t M ligeramente scluble
NaOH 0. 1M poco ligeramente soluble
Acetona poco ligeramente soluble
Acetonitrilo poco ligeramente soluble
Acetonitrilo: Agua ligeramente soluble
Cloroformo pract tcamente insoluble
Dimetilsulfoxido iigeramente soluble
Etanol ligeramente soluble

Eter etilico llgeramente soliuble
Hexanos poco ligeramente soluble
Metanol ligeramente soluble
Metanol: Agua ligeramente soluble
n-Octanol practicamente insoluble
Propilen-glicol practicamente insoluble



Coefliclentes de particién.( 3 }

Se han determipado los coeficlentes de particién a
22+C hexanos/agua, dque es de 0.087 y cloroformofagua que es de
0.023, a 21-C fenol/agua { pH 6.2 ) que es de 0.053 y a 22sC para
butanolsagua (pH 6 ) que es de 0.045, utilizando una longitud de
onda de 36inm.

Sintesis, biosintesis y produccién comercial.( 3 )

La sintesis de la clanocobalamina reallzada por
R.B.Woodward y A.Eschenmoser, utiliza como compuesto base a la
f-corrnosterona y se lleva a cabo en 37 pasos, obtenléndose
flnalmente una mezcla de B disteroisdmeros.

La blosintesis conmienza con el acido
S-anino-levulinico, que es tamblén un precursor de las porfirinas,
clorofilas, hemos y citocromos [ complejos metélicos bloiégicos
invoiucrados en las reacciones de oxido-reduccisén ) y a través de
una serie de pasos enzimaticos se obtiene el acido cobirinico,
precursor biéloglco de la cianocobalamina que esta muy iclaclonado
con el &cido cobirico, el cual a su vez es un intermediario clave
en la sintesls quimlica de la vitamina 812.

La clanocobalamina comercial es producida por un
gran numero de diversos microorpganismos como Streptomyces grlseus

y Propionibacterium shermanii( 8 }.

fstabilidad. ( 3,6 )

Los cristales hidratados son estables al aire pero
fotosensibles. Las soluclones acuosas presentan estabilldad maxima
en un pf de 4.5 a 5 e incluso pueden someterse al auloclave a
120+C durante 20 minutos. Las soluclones acuosas se descomponen en
presencia de acacia, aldehldos, Acldo ascérbico, gluconato ferroso
y sulfato ferroso. La adicién de acido a2 la clanocobalamina causa
hidrelisls de los grupos amida y el nucledtido, mientras gue la
adicién de basc 0.1 M a 100+C durante 10 minutos en aire, origina
ja pérdida de actividad bloldgica, aunque wuchas de sus
propiedades fisicas no cambian. Plerde su actividad en presencia

de clortetraciclina, met ilparabeno ¥



fenildimetilpirazolonemetllaminonmetano de sodie. Los saborizantes
{nducen la Inestabilidad y en las {ormulaciones de vitaminas se ha
encontrado que la tlamina inactiva a la clanocobalamina y el azids
ascoérbico la desestabiliza especialmente s} se encueniran
presentes metales como ccbre, manganeso y molibdeno. También se ha
reportado Inestabilidad en presencia de niacinamida. Se han
encontrado pérdidas slgnificativas en capsulas, tabletas y
tiquldos despu¢s de un afio de almacenamiento a temperatura
ambiente. La presencia de agentes reductores, adn en cantidades
traza, introducidos en los exciplentes pueden reducir
significatlivamente la potencia de la vitamina.

Las soluclones de clanocobalamina se estabilizan por la
adicién de sulfato de amonio, antloxidantes y agentes quelantes,
como el acido citrlco, la cisteina, el dicloroacetato de
diisopropi! amonio, las sales de flerro, el gluconato y el
lactato. Los extractos de higado se han estabilizade con bisulfito
y clunlda de potasio. la vitamina Bl2 es comunmente estabilizada

antes de las formulaciones en productos vitaminicos minerales.

pruebas de tdentidad.{ 1,2,3 )

Se utilizan métodos de fusién de la cianocobalanmina
con el pirosulfato de polasio y recaccién con una solucién de uma
sal R nitrosa; también se utillza la digestién y adicién con
clanato de acetoamonio seguida de una reaccién con acido
hipofosforoso, la destilaclon y adici6én de una solucién de sulfato
de amonlo ferroso. Todas estas pruebas producen colores muy

fuertes.

Espectre de absorcién.( 1.2,3,8 )

La figura 2.2, muestra el espectro de absorclén de
Ja clanocobalamina . Este espectro ilustra las bandas clasicas «a,
£ y 3y caracteristicas de las porfirinas y las clorofilas. El
espectro varia con el disolvente, el pH, la temperatura y los
cambios en e} estado de oxidacion del metal central, generalmente

conservando e} mismo patrén en los maximos de absorcién.



: :El espectro en agua presenta maximos de absorcién a
‘278 nm': 1om,oa 361 nm oy 2 580 £ 2nm. La relacion Assi/Azis es de
1.70.2°1.90 y la relacién Assi/Asse es de 3.15 a 3.40.

absorbancia

250 330 450 550 am

Figura 2.2. Espectro de absorcién de la clanocobalamina en etanol.
298 « K — } y 77« & (). (3



Métodos de anallsis ( 1,2,3 )}

Se han reportado una gran variedad de métodos para
- el anaAlisis de la clanocobalamina, como por ojemplo la absorcion
atdmica en donde el cobalto inorganico es utilizado como estandar,
las titulaciones 1{odométricas y con HCIO4 en 4cido acético
glacial, la electroforesis, la poelarcgrafia, los radiocensayos
etc., pero los mis ampliamente usados y que estan documentades
oficlalmente son el método espectrofotométrice y el método
microblelégico.

El primero esta basade en la conmparacién de la
abserbancia de una muestra en agua con la absorbancia de un
estandar en e! maximo de absorcién del espectro de la
cianocobalamina, a 361 nm. Como ya se habia mencionado en la
introducclon, la desventaja de este método es la falta de
especificidad, por leo que solamente es aplicable a preparacionss
que no contengan sustanclas Interferentes. El sepgundo, basade en
el creclmiento de clertes microorganismos, promovido por iz
vitamina B12, es considerado como un método senslible y especifico,

pers como todos los métodos microbiolégicoes, para realizarlo se

requiere de mucho tiempo y meticulosidad , ademas no es muy
reproducible debido a la variabilidad de las cepas de
microorganismos.

Reclentemente, para el analisis de wuna gran
variedad de medicamentos, se ha enfocado la atencién hacla los
métodos cromatograficos, considerando su  gran rapidez,
sensibilidad y poder de resolucion, ademds de la facilidad de
automatizarlos en los apalisis de rutina. Se ha hecho énfasis
especlalmente en 12 cromatografia de liquidos de alta resolucion {
C.L.A.R. ), que ademas presenta la ventaja de permitir el analisis
directo de compuestos poco volatiles o Lermolébiles como lo son la
mayoria de les productes farmacéuticos, Incluyende =a las

vitaminas.



Dedido a que Ja C.L.A.R. es la técnica de analisis
utilizada en este trabajo, a continuacién se presenta una breve

descripeidn  de algunos aspectos tedricos fundamentales de ésta,

relacionados con la presente jnvestigacién. { B - 16 ).

11.3. ASPECTOS FUNDAMENTALES DE LA CRONMATOGRAFIA DE LIQUIDOS.
11.3.1. INTRODUCCION.

La cromatografia es wuna técnica que permite
separar, cuantificar y ¢ventualmente alslar los componentes de una
mezcla de compuestos quimices. Estos compuestos sé distribuyen
entre dos fases, una estacionaria y otra mbvil, de ta) forma que
cada uno de ellos migra a una velocidad particular a través del
sistema cromatografico. [a separaciétn esta entonces basada en las
diferencias en la distribucion de los componentes de la muestra
enlre las dos fases.

la separacion se lleva a cabo en una columna
tubuiar rellena de un solido poreso flinamente dividido, el cual
puede actuar directamente como fase estacionaria o como soporte
para una fase estacionaria liquida. También se puede efecctuar
utilizando como {use estacionaria papel filtro o un stllido
finamente dividido colocado en forma de capa fina sobre una placa
de vidrio.

En la cromatografila en columna, la fase movil
puede ser un liquido 6 un gas, y segin el caso se denominan
respectivamente “cromatografia liquida® vy ‘“cromatoprafia de
gases". Esta [ase movil fluye a través del relleno de la columna,
transportando a los componentes de la mezcla, que son retenldos
selectivamente en la fase estacionaria durante su migracioén.

Por ser la cromatografia de liguidos la técnica de
separacion y analisis utilizada en esle trabajo, en lo que sigue

nos referiremos principalmente u ella.



Durante muchos afios se utillzd la cromatografia de
liquidos en su verslién clasica en donde, basicamente se trabajaba
con una columna de vidrio de diametro entre 2 y 10 em, con =aipin
material como la silice, la altmina, etc., cuyas particulas eran
aproximadamente de 200 p; la muestra { 0.1 a | g 0 mas ) s=
intoducia en la fase mévil o en un disolvente adecuado y la
elucién se efectuaba haciendo pasar la fagse mbévil a través de la
columna por efecto de la gravedad. Finalmente se colectaban las
fraccliones eluidas para su posterlor cuvantificacion. Actualmente
esta versién de la cromateografia de liquides generalmente se
emplea con fines senm!preparativos.

La cromatografia !iquida mederna o cromategrafia
liquida de alta resolucion { C.L.A.R. )} posee grandes ventajas
frente a la cromatografia de liquidos "clasica"., Se utllizen
columnas de diametro muy reducido, generalmente mcnor de S mm, con
empaques de dlametro de particula de 3 hasta 40 p, sictemas de
bombeo de alta presiéon para el {lujo rapide de la fase movil a
travées de la columna, tamafo de muestra muy pequeidic { pg ),
valvulas de inyecclén y diversos detectores especificos en linea,
Esto ha permitido lograr separaciones efliclentes y andlisis
precisos y sensibles en tiempos muy cortos. Por olra parte, la
Introduccion de microprocesadores en el equipo hace posible, en la
actualidad, la automatizacién completa de los andlisis.

Las técnicas on cromatografia de liquidos pueden
clasificarse en cuatro grupos de acuerde al mecanisrc de retencién
de los compuestos de la muestra en la fase estaclonaria: la
cromatografia de adsorcién, la cromatografia de reparto
{actualmente desplazada por la cromatografia de fases quimicamente
unidns ), la cromatografia de lones y la cromatografia de
exclusion.

La <cromatografia de adsorcldén o cromatografia
liquldo-sélid. requierc de particulas de gran area superficial en
las cuales la retencion de los compuestos se realiza por

interacclién con grupos activos en la superficle del adsorbente.



El nombre de cromatografia de reparto se le did
originalmente al proceso cromatograflco que se realiza sobre una
fase estaclonaria liquida inpregnada en un soporte, ldealmente
tnerte, y utllizando una fase movil constituida por otro liquido
inmiscible al primero; entonces el proceso de equilibric es igual
al de la  extraccloen  liquldo~iiquide. Posterlormente ge
desarrellaron las fases quimicamente unidas en donde una fase
estacionaria orgdnica estd unida quimicamente a la particula
soporte, slendo estas fases mas estables y mas eficlentes.
Posterlormente se trataran con mas detalle, ya que con ellas se
trabajé en esta tesls,

En la cromstografia de lones la retenclén de los
solutos ionizados involucra interacciones eléctricas o formacion
de enlaces de coordinacién con especles iénicas que se encuentran
adsorbldas o quimicamente unidas al soporte. Dentro de este grupo
se encuentran clasificadas varias técnicas como: la cromalografia
de intercambio 16pnico en resipas y silices modiftaadan, o
cromatografia de pares de lones en fase inversa y la cromatogrofia
de intercambio de ligantes ( en fase lnversa, eon resinas y en
silices modificadas con agentes yuelantes ). La cromatogralia do
pares de lones, que es probablemente en la artualldad la mas
popular de este grupe. serd descrita con was delalle
posteriormente.

Finalmente, en la cromatografia de cxclusion la
fase estaclonarla estd formada por un matertal poroso, en donde
los pores son de un lamafio especlal, de tal Tforma que las
noléculas de gran 4rea son excluldas y las mis pequefias purmean
una fraccién del volumen poroso que es proporcional a su tamafio.

En general, se puede decir en relaclién al  proceso
cromategrafico,que la migracion diferencial o ¢l movimiento de los
componentes individuales de una mezcla a través de la columna
depende del equilibrio de distribuciéon de cada compuesto entre la
fase estaclenaria y la mévil, Entonces esta migraclidn diferencial
esta determipada por las variables experimentales que afectan esta

distribucton, es decir, la composicion de la fase movil, la



composicién de ‘la fase estacionaria . y la i.ernperatufa de la
separaclion. 7

11.3.2 TAMARO DE MUESTRA Y EFICIENCIA DE LAS COLUMNAS.

Cuando se anallzan muestras lo suficientenente
pequefas, e] 4rea y la altura de los picos en el cromatograma
obtenido, aumenta al aumentar la cantidad de muestra inyectada,
pero los tiempos de retencién no son afectados y la separacién
relativa entre dos plcos se mantiene practicamente igual. Estas
condicienes corresponden a lo que se conoce como intervale lineal
de la lscterma de distribucién: sin enbarge existe un tamafo
critico de muestra a partir del cual se observa un decremento
notable.en el tiempo de retencién y una deformacién { coleo o
cabeceo ) de los plcos conforme aumenta la cencentracion de la
muestra y por lo tanto la separacién se va perdiendo.

La figura No 2.3, muestra el efecto provocade por
el incremento en la cantidad de muestra inyectada sobre el factor
de capacldad de un soluto y sobre el namero de platos teéricos
calculado en base al cromatograma resultante,

Snyder { 9 ) define la capacidad lineal ( 8 ) de un
adsorbente como: “la masa de un soluto inyectado por gramo de
adsorbente que provoca uma variacién del 104 en el volumen de
retencién especifico de un compuesto patrén bien retenido ( factor
de capacidad >1 )}, con respecto al volumen de retencién constante
del mismo compuesto patrén, observade cuando se inyeclan pequefias

»

cantidades de ésle
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Figura 2.3. Capacidad lineal en cromatografia liquida { 9 )

Sin embargo,se ha demostrade que en columnas muy
ef'icientes puede haber una pérdida muy Importante de la efliciencla
al aumentar la cantidad de soluto inyectado, sin que haya cambic
en el volumen de retencién,

Por lo anterior, alpgunos autores prefieren definir
la capacidad lipeal como: "la masa de soluto linyeclado por gramo
de adsorbente que provoque una perdida del 10 %4 en la eficiencia
{medida como altura del plato tedrico, H), con respecto a la
maxima eficiencia obtenida cuando se inyectan pequeias cantidades

de soluto



Esta discusién muestra que es iamportanie trabejar
en el intervale lineal de las 1Isotermes parz tener buenas
separaciones. Sin embargo, cuando se analizan compuestos mencres
(p. ej. trazas] en matrices complejas,es a veces recesaric
tnyectar cantidades de muestra Importazntes para tenrer una buena
deteccion del compuesto de interés. En estos cuses, la cantidad
inyectada de algunos de los solutos mayoritarios rebasara 1la
capacidad lineal de la fase estacionaria en la columna y por elle,
en el cromatograma obtenido, se observaran picos anchos y

deformados { gencralmente coleados }

11 3.3 CONTRGL DE LA SEPARACICH.

£l paramelro resolucion { Rs ] sirve para
cuantificar el grado de sgeparaclon entre dos compuestos, La
resolucion entre dos picos adyacentes ( 1 y 2 )} se calcula a

partir de ‘Jos daltos experimentales mediante la  sigulente

ecuacion:

Rs = { tez - tey } {

™
—

[ 172 1 twyr + tu2 )

donde tri y tr2 son los tlempes de relencién de los compuestos | y
2, tw1 y tw2 son el tiempo correspondiente a la anchura de la base
determinada por las tangentes al punto de infleccién de los picos
ly2

Cuando la anchura de los picos 1 y 2 es muy simtlar

se puede cxpresar de la sigulente mapera;

~ B 12 .
Rs = /4 ( a t)y (H) ...__ka (2.2 )
o 1 + k2
a b c

donde a es el factor de selectividad, N es el nimero de platos

te¢ricos y k' es el factor de capacldad.



La ecuacion ( 2.2 ), conocida como la ecuacién

general .de la resolucién ", permlite poner de manifiesto los tres
factores responsables de la separacién: la selectividad { término
a }, la eficiencia { término b }, y la retencién { término ¢ ).
Para poder obtener una buena separacién [(Rs > 1) es
decir { tr2 - tr1 > 43 ] es necesario ajustar estos facgtores a
valores adecuados. A continuacién se describen los parametros que

perplten optimizar por separado cada uno de ellos.

Selectividad { a ).

El término « es definido como 1la retencién

o la relacion del

relativa,

en la fase estacionaria:

tiempo que dos compueitos permanecen

tr2

tr2 - to
a = = e {2.23)

tr1 - to tr1
donde Lr’ es el tiempo de retencidon relativo, y tuv es ¢! tlempo
muerto,

Para que la separacién sea posible se requiere

que « > 1. Un incremento de « siempre tienc un cfecto postlivoe
sobre la resolucién, pero su impacto es mayor cuando esta

variaclén se produce en la vecindad de la unidad.

Este parametro puede ser modificado para mejorar la
reselucién a través de los sigulentes cambios:

- naturaieza de { o los ) disolventes que componen

la fase mévil

- pH

- naturaleza o tipy de la fase estaclonaria

- temperatura

- efectos quimicos especiales

fa magnitud de

los camblos en la swelectividad

causados por un camblo de disolvente, depende de que las
interacciones enitre Ilas moléculus del disolvente y de los
compuestos de la muestra secan camblados notablemente. FEstas
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interacclones son principalmente: dispersion,
dipolo-dipolo, acido-base y eléctricas.

La capacidad de una molécula, sea de solvente o de
soluto, para Iinteraccionar en las cuatro f{ormas mencionadas, se
conoce como pelaridad. En la literatura se reportan ( 9,10 )
clasificaciones de 1los disolventes en base a su polaridad
(parapetro de solubilidad de Hildebrand { & ) o pardametro P' de
Snyder} y a las Interacclones especificas que ejercen sobre las
moléculas adyacentes ( pardmetros de solubiiidad parclales y
tridngulo de selectividad de Snyder ). Estas clasificaciones sen
muy atiles en la seleccién de los disolventes adecuados para
obtener la svicctividad requerida .

La varlaclién del pH para obtener camblos en la
selectlvidad esta restringida a las muestras compuestas por
sclutos con propiedades acido-base.

En la cromatografia de ligquidos el cambio de Ja
naturaleza de la fase estacloparia es poco usual ya que resulta
mas practico reallzar cambios en la fase movil que en la
estacionaria.

E‘1 cambio de la temperatura es particularmente
importante en cromatografia de lones, en donde es mas prometedor
camblar ¢sta, que camblar la fase estacionaria,

Finalmente, en lo que se consideré como efectos
quimicos especiales, estan involucradoes los equilibrios

secundarios como la complejacion.

Factor de capacidad { k' )

Para obtener una buena resolucién y un tlempo de
analisis adecuado de fos solutos en la muestra, los valores
optimos de k' deberan encontrarse en el Intervalo de 2 s k' =5
o 1 = k' =10, para mezclas complejas.

El ajuste de la retencién se lleva a cabo mediante
el control de la fuerza de la fase mévil. Una fase mévil fuerte
disminuye los valores de k', mientras que una fase movil débil los

aunenta.
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Como generalmente se utllizan wmezclas de
disolventes en las fases méviles, la fuerza de éstas puede
incrementarse al aumentar la proporcién del o los disolventes mis
fuertes.

El concepto de fuerza del disolvente es un concepto
relativo y depende de la técnica cromatografica utilizada. Asi,
por ejemplo, en cromatografia en fase normal los disolventes mas
fuertes son los mis polares, mlentras que en cromatogralia en fase
inversa sucede lo contrario.

Al igual que en el caso de la selectividad, las
tablas de clasificacién de los disolventes son muy uGtiles para
seleccionar el disclvente de fuerza adecuada para la muestia que

se trata.

Eficiencia { N )

la anchura de los picos en el cromatograma esta
relacionada con la efliclencia de la columna, la cuanl se evalda
calculando el numero de platos teéricos ( N ) al que es
equivalente, Este calculo se efectua a partir de los datos

experimentales mediante :
2

te
N =186 (2.4)
tw

2
tr
N = 5.54 [ } {2.5)

tuize

Existe una properclonalidad entre el nimero de
platos tedricos ( N ) y la longitud de la columna ( L ) que se

expresa como la altura equivalente a un plato teérico ( H ) :
H= — {2.6)
en donde valores pequefios de H corresponden a mayor efliclencia de

1a columna. Este pardmetro permite comparar entre si la eficlencia

de columnas con diferentes caracteristicas geométricas.
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Las columnas de alta resolucién deben provocar un
ensanchamiente minime de las bandas de los diferentes compuestos
de una muestra. La teoria de ensanchamiento de bandas ( que na
describiremos aqui ) permite deducir que la altura equivalente 2
un plato teérico sera menor cuando :

- se utilizen empaques con diametro de particulas mas pequefios

- se utllizen velocldades de flujo éptimas { deducidas de la
curva de Yan Deemter )

- las fases moviles sean menos viscosas

- las temperaturas de andlisis sean mayores

- sean de menor tamafio las moléculas de los solutos

Por otra parte, los wvaloras de N también pueden
aumentar al incrementar la longitud de la columna, pero debe
considerarse que también aumentaran los tlempes de retenclén y la
calda de presion, por lo que ne resuita muy ventajoso.

En la actualidad es nas recomendable wutilizar
colunnas cortas de diametro de particula uniforme y pequefio de 3 a
10 p. que son altamente eficlientes y por lo tanto es mas cémodo
optimizar la resclucidn medlante cambics en k' 4 a, es decir en la

composicién de la fase movil.
[1.3.4 CRADIENTE DE ELUCION

El problema general de la elucidn, se presenta,
cuando, en una muestra multicomponente los solutos difieren mucho
en su estructura, lo que conduce a valores de k' muy diferentes en
un  sistema  cromatografice constituido por un  par fase
estacionarla-fase mévil dado. En este caso se observa que los
valores de k' de las primeras bandas son demasiado pequefios,
teniéndose una resolucién muy pobre, mientras que los valores de
k' de las ¢ltimas bandas son muy grandes, lo que da lugar a picos
muy anchos y bajos

Para resclver este problema ze deben camblar las
condiciones durante la separacién, de tal forma que se permita la

optimizacion de ios valores de k' de cada una de las bandas. En



.cromatografia de liquidos esto se realiza mediante un gradiente de
elucion,

El gradiente de elucién se realiza con la mezcla de

“dos' ( o mas ) disclventes; un disolvente inicial débil A y un
disclvente fuerte B, de tal forma que la concentracién de B en la
fase movil se va incrementando a lo largo de la separacion; asi
inicialmente, gracias a la fase mévil se obtienen valores de k'
grandes y al final, valores de k' pequefios.

En la figura 2,4, se muestra la interrelacién de
la fuerza del solvente y la migracién de las  bandas
correspondientes a los compuestos. Se consideran tres compuestos
( X, Yy 2 ), en los cuales X vs el menos retenldo y 7 os vl mas
retenido. Las lincas sélidas muestran la posicidn de cada banda
dentro de la columna en funcién del tlempo, ya que r es la
fraceion de distancla entre la entrada y la salida de la columna.
ta elucién de cada banda sigue un patrén similar y utilizando como
ejemplo al compuesio X sec observa que al tlempo tx, el valor de k'
( representado por !a curva punteada ) del compuesto X disminuira
hasta ¢l punto donde ¥ comienza a migrar en la columna. Conforme
el valor de k' continda disminuyendo en el tiempo, el compuesto X
se mueve WAs raplidamente a lo largo de la columna, obteniéndose
asi la curva concava caracteristica r vs t. Cuando r = 1 para X,
la banda abandona la columna al tiempo de retencién tx, y entonces
comienza a migrar el compuesto Y al tiempo ty, después de sufrir
el mismo comportamiento, empezara a migrar el compuesto 2.

De esta figura pueden obtenerse cualro puntos
importantes :

1) Los wvalores de k' promedios de los compuestos durante Ia
separacitn caen en un range 6ptimo 1 = k' s 5.

2) Como el valor de k' de cada banda es muy pequefio ( aprox. 1 )}
cuando el compuesto abandona la columna, se obtlenen picos mas
estrechos en el tiempo de elucién y por lo tanto incrementa la
sensibilidad y se tlene una maxima resolucién. Este fenomeno
representa una ventaja que tiepe el gradiente de elucion con la

elucién lsocratica.



3} Se puede cbservar que los compuestos que en el principio de la
separacion tienen valores muy grandes de k' ( coma Z ), eluyen
rapidamente debido al decremento exponencial de k' con el tiempo.
4} E! gradiente de k' en funclion del tiemps produce una
disminucién en el coleo de los picos, ya que la parte de la ccla
de 1z banda de un compuesto se mueve continuamente en la reglén de
los k’ mas pequefios en comparacidn de los valores de k' del frente
de la banda.

Graclas a estas caracteristicas, con el gradiente
de elucidn se pueden realizar separaclones de muestiras complejas

que no pueden hacerse con la elucidn isocrética.
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Figura 2,4. Ilustracion de la migracién de bandas en un gradiente

de clucién. La linea solida muestra la migracién fracclonal r de
la banda a jo largo de la columna, en funcidn del tlempo; la linea
punteada muestra el valor de k' de la banda en funcién del tiempo
{ valor instantaneo ke ). (8 ).



11.3.5, CROMATOGRAFIA EN FASES QUIMICAMENTE UNIDAS.

Las fases quimlcamente wunidas ( FCU ) se
desarrollaron en la década de los 70's para tratar de elimlnar los
inconvenientes presentados por las fases impregnadas de la
cromatografila liquide-liquido. La establlidad de estas fases es
muy buena lo que permite trabaj)ar a velocldades de flujo mayores y
no se requiere presaturar la fase mévil con la fase estaclonaria.
Por lo tanto son ideales para analizar muestras cuyos componentes
se encuentran en un ampllo intervalo de valores de k' y requieren
gradlentes de elucion para su separactén.

Cuando se utilizan empaques con grupos polares, la
técnica se denomina cromatografia en fase normal y con ella se
pueden separar muestras de polaridad meoderada a fuerte. Cuando los
empaques no son polares, entonces se le denomina cromatografia en
fase inversa y al usarse con una fase moévil muy pelar, se pueden
separar una amplia varledad de solutos, incluso especies lénleas
con la cromatografia de formacién de pares de lones.

La mayor parte de las fases quimicamente unidas
estan formadas por un soporte de silica de granulometriia pequeiia
y uniforme que proporciona una alta eficiencia y exelente
estabilidad mecanica.

Las fases estacionarias se ligan quimicamente al
soporte mediante una reaccion de silanizacion, en donde los grupos
OH de la silica reaccionan con un cloroalquil--silane para ddr una
ligadura Si-0-Si-R, estable térmicamente y no hidrolizable.
Dependiendo del tipo de clorcalquil-silang, la estequiometrila de
los reactivos y las condiclones experimentales de reaccioén, se
obtendrd una capa organica del tipe ceplilo ( monpomolecular ) o
del tipo enjambre ( polimérica ).

En adelante se tratarda solo lo referente a la
cromatografila de reparto a polaridad de fases invertida sobre
fases cstaclonarias quimicamente wunidas al soporte, yu que es la
técnica cromatografica mas utilizada en la actualidad debido a su

gran reproducibilidad, estabilidad de las columnas, disponibilidad



de los disolventes para las fases mdéviles y racilidad ‘de
operacién.

En la cromatografia de fase inversz, la superiicic
de la silice ha sido modificada por la unién quinica de cadenas
hidrocarbonadas { octilo y octadecilo ). El mecanismo de retencisn
puede ser explicado por la teoria de! efecto solvofsbice
desarrollada por Sinagolglu y aplicada por Horvath ( 10 ) a la
cromatografia de liquidos. Segun esta teoria una melécula de un
sofuto, de los que tiplcamente se tratan en este tipo de sistemas,
se encuentra constituida por grup:s polares y por una parte
hidrocarborada apolar, l!a cual experimenta un erfecto hidirofébico
hacia la fase mévil polar, asoclandose reversiblemente con las
cagenas hidrocarbonadas de la {ase est=2cioparia. La interaccion no
es debida a fuerzas de atraccion entre el soluto y la fuse
estaclenaria, sino a la repulsidn neta que existe entre el agua y
fa parte apolar de la molécula de seluto. la cofiguracion mas
estable es entonces la que presenta el minimo de superficice
hidrocarbonada expuesta al disolvente.

Por lo tanto, se deduce que el efecto solvofobice
es mas fuerte cuando: la parte apolar de la molecula de solute es
mayor, el porciento de carbono en la fase estacionarin es wayor,
la polaridad de la fase movil es mayor.

En la cromatografia de f{ase inversa, el disolvente
base coninmente utilizado es el agua, a la cual se le adlicionan
otros disolventes organicos miscibles en dlferentes proporciones,
el mas comun es el metanol, seguldo por el acetunitriio y el
tetrahldrofurano.

Como ya se menciondé antericrmente, la seiectividad
puede ser modificada por cambios en el disolvente organico, en el
pH etc, ademas de la adicion de sales a la fase movil. En relacion
a la temperatura se observa que la retencion 4disminuye al
aumentar aqurila v la grafica de log k' contra 1/T generaimente es
lineal. El canbio en temperatura se utiiiza principalmente para
disminulr la viscosidad de la faose mévil ( mejorando la eficlencia

de separacion ), para incrementar la capacidad de la fase mowvil
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para disolver la nmuestra, y f(inalmente, para alterar la
szlectividad, aunque esto ultimo no es recomendable ya que estos

cambles son difjciies de predecir.

11.3.6. CROMATOCRAFIA DE PARES DE IONES

La cromatografia de pares de fones se desarrolid u
mediados de la década de los setenta como upa técpica alternativa
al intercamblio iénizo en resinas, buscands mejorar la eficiencia y
la selectividad de las separaciones de los compuestos organices
iénicos o ionlzables.

La cromatografia de pares de iones pucde llevarse a
cabo a pelaridad de fagses invertida, la fase estaclonaria es upa
f'ase apolar quinlcamente unida. La fase mévil estad constitulda por
una mezcla buffer acuosos/disolvente organico, un "conlratén” de
carga opuesta 3 la de las moléculas que se desea separar y ademas
puede incluir otras sales orginicas.

En esta técpica se pueden modificar una amplia
variedad de parametros para oblener cumblos en la selectividad y
la retencion de los solutos. [Fstos son: la concentracion y
naturaleza del contraidon o de Jas sales, la proporcién det
disolvente organico en la fase wmévll, el tipo de disolvente
organico y el pH.

£l contraisén es un 16n arganice cuyaz molécula esta
compuesta por una parte hidrocuarbonada relativamente importante.
Los contrajones pueden ser de tipo anlénico o catlénico; los
primeros { para separar solulos cationicos )} son generalmente
alquilsulfatos o alquilsulfonatos y los segundos Iparn separar
solutos anténicos) son tetraalquilamonies o aminau terclarias.

El mecanismo de retencidn en cromatograf'ia de pares
de tones involucra a la vez un procese de intercambio dinamico do
jones y upa formacion suplementarla de pares de lones en la

superficie de la fase cstacionaria { 11-16 ).
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Los equilibrios que tlenen lugar en estos sistemas
son los sigulentes:
1) Adsorcién del soluto ldnico en la fase estaclonaria.

Sea S el soluto y B un anién cualquiera presente
en la fase movil ( anién del buffer o alguna sal ). Se tiene el
equilibrio:

Ko
Sa+Be —— (8Bsr, | 5B 7= ko PS8BT (2.7)
=

La adsorcion del soluto se hace bajo la forma de un
par de lones para mantener la electroneutralidad en las dos fases.
Este equilibrio esta poco desplazado 2 la derecha y coopera poco a
la retencién en el caso de solutos de molécula pequefia.

2) Adsorcidn del contralédn en la fase estaclonaria.

La cadena hidrocarbenada del coptraién mostrara un
efecto hidrofebico y se f)jara segun su isoterma de adsorcion {del
tipo Freundlich),obedeciendo a la siguiente ecuacién:

Sean Ca un contraién anténico y P; un catién cualquiera presente

en la fase movil

Ca+Pa —— (PCa , | PCT s =4 c';f {2.8)
pr——

A y B son constantes cuyo valor depende de las
condiclones experimentales como el tipo de disolvente organico,
proporcién del mismo, tipo de contraién, concentracién de sales y
buffers etc.

3) Formaclidén de pares de lones soluto/contraién en el eluente.
+ - Ky + = + - + -
Sa+Ca — (SC)s , |[SCla=K|S|n|ZC |a(2.9)

Hay controversias en relacién a este equilibrio,
algunos =utcres Jo consideran importante, pero otros han
demostrado que, generalmente, Ki es muy pequefio, y por lo tanto no

contribuye apreciablemente 2 la retencion del soluto.
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4} Intercamblo 1énico.
Retencion del soluto en la fase estaclonaria por
_una reacclén de intercambio iénico con el catién P' asoclado al
contra-ién previamente fijade en la fase.
_ Kz -
(PCost + S —— (S°CT)a + Pa {2.10)
pom—
| 8°¢T|st = K2 { P'¢7 st | S7]a
Ll
PPt
Considerando estos equllibrios, la constante de
particién queda dada por:
K= [SB fst + | SCT et Xo | B [m ¢ ke (| P°Car | P'la)

S|s + | SC {a 1+K [ €]
|
(2.11)

Para el factor de capacidad del soluto se Lendra;

K = Ko Kz (| P'CTlor | PMfn ) 212 )
—— 4
1+% | C{a 1+K | Cla

donde k'o, es el factor de capacidad del solute en ausencia del
contrafén. Si consideramos que X1 es despreciable, se simplifica
la relacién, pareciéndose a una ecuacién Lipica de Intercamblador

de iones:
+ - +
k' =k'o+Ke ( [ PC |st | P |a) (2.13)
donde P*C- st representa }a capacidad del intercamblador de lones.
A pesar de que cn la mayoria de las observaclones

experimentales se  coincide con esta  relacién, clertas

discrepancias han hecho que se considere el equilibrio:

Sm + Cn ——s ( S'CT st (2.14)
Pros—

que contribuye también a la retenci6tn del soluto, aunque no
implique formaclén de pares de lones en la fase movil. Entonces

como se tilenen dos equilibrlios simultdneos, no se puede determinar
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qué . propercién del par de lones S+C—en ta fase estacionaria
corresponde al intercambio 16nice y cual a este Gltimo equilibrio.
A pesar de esto, es posible predecir como afectarin
los canmblos de los diferentes parametros a la retencién de los
solutos.
Los factores que aumentan la retencion de los

solutos son los sigulentes:

- aumento de la superficle hidrocarbonada del soluto y/o del
contraloén.

~ aumento de la proporclién de agua en la fase mévil.

- camblo del disolvente organico en la fase movil por otro mas
polar

-aumento del numero de carbonos o de la concentracién de las

cadenas alquilo de la fase estaclionaria

Por otra parte, s] aumenta la concentraciédn de
sales en la fase mévil, especlalmente la concentracion de lones
con carga del mismo signe que ta del soluto, ¢l equilibrie dc
intercambio idnico se despluza; a la lzqulerda y disminuye la
retencioéon del solute. Si aumunla‘ 1a concentracion del contralén en
la fase mévil, aumentari la retencion del soluto puts aumentara la
fijacién del contralén y por lo tanto la capacldad del Intercamblo
iénico, pero cuando la fase estaclonaria esté saturada de
contraién, éste dejara de fijarse y habra mas probabilidad de que
se formen pares de lones con el soluto en la fase movil y 1la

retencion disminuira.
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En la tabla No 2.1, se resumen los efectos de las
diferentes variables sobre el k' y 1la selectividad en

cromatografia de pares de iones en fase inversa.

VARIABLE EFECTO EN k' EFECTO EN LA SELECTIVIDAD

Contralén :
aumenta concentracion aumenta sin efecto *

aumenta sup. hidrocarb. aumenta efecte pequefio

Aumento del pH :
muestra de anlones aumenta efecto grande

muestra de catlones disminuye efecto grande

Disolvente organico :

aumento de concentracion. disminuye efecto pequefio *
camblo cambia cambio
Temperatura :

disminuclén. aumenta cambio

aumento disminuye camble

Tabla No 2.1 . Resumen de los efectos de las diferentes variables
sobre el k' y la selectividad en cromatografia de pares de lones.

{ 8 ).* En moleculas parcialmente lonizadas hay efectos grandes.



11.4. ANTECEDENTES.

11.4.1. ANALISIS DE VITAMINAS HIDROSOLUBLES POR CROMATOGRAFIA DE
FASE INVERSA Y POR CROMATOGRAFIA DE PARES DE IONES.

Las técnicas de cromatografia de liquidos de alta
resoluclioéon con fases estacionarias a polaridad de fases invertida
simple y con formacién de pares de lones estdn slendo utilizadas
cada vez mas para el andlisls de las vitaminas, debldo a su gran
versatilidad., poder de resolucion, facilidad de operacién, bajo
costo, y reproducibilidad.

El andllsls cromatografice de las vitaminas
hidrosolubles se ha reallizado individualmente para apllicaciones
fisiolégicas, bioquimicas, en alimentos y en productos
formacéutices ( 1,2,3 ); asi por eJlemplo existen reportadas
separacliones de cobalaminas ( 17 ), compuestos con actividad de
piridoxina (18,19), tlamina ( 20 ) y riboflavina ( 21 ). El
anadlisis individual de 1la cianocobalamina con  preparacionus
farpacéuticas que contienen vitaminas liposolubles, colorantes
etc, se ha reportado empleando la deteccién espectrofotometrica a
550 nm, regién del visible, en donde se tiene wunu gran
selectividad para la deteccién de la clanoccbalamina, ( 22 ).
Existen algunas vitaminas, { como por ejemplo la riboflavina } que
también pueden detectarse en esa reglon espectral, pero su
coeficiente de absortividad es comparativamente mas pequeiio.

Por otra parte, en relaclién al anallisis simultaneo
de las vitaminas hidrosolubles en preparaciones farmactulicas, se
ha observado que casi no existen reportes en donde s¢ incluyan a
todas las vitaminas del complejo B,

Kothary y Taylor { 23 ) hicleron la separacion de
la niacinamida, la piridoxina, la riboflavina, el acido {6lice, la
tiamina y la clanocobalamina por cromatografia de fasce inversa
con un gradiente de dos pasos, utllizando una fase débll [ormuda
solamente por un buffer acuoso y una fase fuerte formada por una

mezcla metanol/agua { 30:70 ). La mayor parte de las vitaminas



eluyeron Iniclalmente con la fase débil y en cuanto sale la nltina '
se reallzé un cambio completo hacia la fase fuerte para que
eluyeran la clanocobalanmina y la riboflavina. Con este método los
autores reportan cuantificaciones de cada una de las vitaminas en
preparados comerclales concentrados con un error que va del 3 al
6%, calificandolas de reproducibles, pero cabe aclarar que el uso
de una fase movil completamente acuosa les caus6 un ensanchamiento
considerable de los plcos, Por otra parte, la clanocobalamina no
estaba incluida en el polivitaminico analizado; se aclaré que ésta
fué agregada a la muestra, sin mencloiar su concentracion.

Se han reportado dos estudios { 24,25 ) sobre el
comportamiento que presentan estas mismas vitaminas en
cromatografia de pares de jones, para poder establecer condicicnes
optimas de separacién. En ambos se observd que el efecto del pH y
del porcentaje de disolvente organice en la fase movil es nuy
marcade para algunas vitaminas. El primero fué el estudio deWills
y colaboradores { 24 ) que reportaron un métods de separacion
isocratico por cromatografia de pares de lones con contrailon
cationico. Con este método la piridoxzina eluyé en un pico tan
ancho que dificultéo el apdlisis y por lo tante f'ué eliminadn de la
separacién. La aparente wventaja fué el logro de una separacién
isocratica ( mas sencilla ), sin embargo la aplicacion es
riesgosa, debido al uso de un contralén catlonico en una fase
mévil con pH > 7.8 perjudicial para la estabilidad de las
columnas. Por otra parte, la anchura de los picos en el
cromatograma fué considerable y tampoco menclonté la conceplracién
utijiizada en el analisis de cada una de la vitaminas. El segunda
fué el estudlo de Dong y colaboradores ( 25 )} que reallzaron un
analisis mds completo de los factores que afectan la retencion de
las vitaminas hidrosolubles en la cromatografia de pares de lones.
Estudiaron ndemAs la relacién entre los tiempos de retencién y el
tipo de alquilsulfonato, empleando fases estaclonarias con
diferentes longitudes de cadenas hidrocarbonadas. La deteccién se
llevo a cabe por espectrofotemetria con programaciéon de la

lengitud Jde onda, para lograr la mejor respucsta de cada una de
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las vitamipas. El1 analisis fué precise y exacto pero 1la
cianocobalamina no estuvo incluida.

La mayoria de las separaciones reportadas en ia
literatura se realizan con la técnica de cromatografia de pares de
fones utillizando como contralén a los alquilsulfonates (facilmente
disponibles en el comercio). También se han ensayado otros agentes
formadores de pares de fones como por ejemplo el
dioctilsulfosuccinato de sodio { 26 ), que tiene la ventaja de ser
mas barato. Con este compuesto se logré una separacidn muy bucna
de la riboflavina, la niacinamida, ia tlamina, el acido félico y
la piridoxina medlante un gradiente de elucién.

En productos polivitaminicos con mitrices mds
complejas que contienen minerales, vitaminas liposclubles,
colorantes etc, la extraccién de las vitaminas hidrosolubles es
mas complicada ( 27.28 )}, pero se han obtenido buenos rendimientos
en muestras extraidas directamente con la fase mévil ( 29 ). En
éstos trabajos, se desarrollaron metodns de analisis lineales,
exactos y reproducibles para algunas vitaminas del complejo B.
Ademas se observé que los probables compuestes polares que
pudieran acompafiar a las vitaminas hidrosolubles, después de 1n
extraccion de matrices complejas, no interfieren en el analisis
cromatografico, porque generalmente eluyen muy rapido. En caso de
encontrarse compuestes lipofilicos con solubilidad limitada en la
fase movil, éstos tampoco interfieren porgue eluyen mucho después.

En lo que se reflere a la deteccion de las
vitaminas hidrosolubles, la mayor parte de las publicaciones
reportan el uso de espectrofotémeires, ya sea en la regién
ultravioleta o en el visible. Sin embargo, para algunas
aplicaciones especificas se ha utilizado también el detector

eiectroquimico { 30 ) y el de fluorescencia { 21 ).

- 38



En el anilisis de las vitaminas cada problema es
especifico debido a2 la gran varledad de formulaciones en los

productos productos polivitaminicos farmacéuticos ( 31 ), y en

La cromatografia
liquida de alta resolucién puede proveer de una amplia vartedad de
alternativas para resolverlas.

cada case se requieren condiclones diferentes.
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ITI.EXPERIMNENTACION

El trabajo se efectud en dos partes : la primera
correspondiente al desarrollo de un método por CLAR en fase
tnversa, en donde se puede analizar exclusivamente a la
clanocobalamina, y la segunda correspondiente al desarrollo de un
método por CLAR con formacién de pares de lones, en donde se

pueden anallzar simultaneamente todas las vitaminas usadas.
II1.1. REACTIVOS Y APARATOS

~ Agua destilada.
- Metancl|, Merck.
Acetato de Amonio, Merck.
Acide Perclorico, Analit.

Octansulfonato de sodio, Sigma.

'

Estandard de clanocobalamina, Rhéne-Poulenc.

Materlia prima de : niacinamida, tiamina, piridoxina,
riboflavina, fosfato de riboflavina, acido f4lico y

cianocebalamina, USY Grossman.

Filtros acrodiscos 13 de 0.45 p, Gelman Sclences [.H.C.

Jeringas Hamilton de 25 pl.

Cromatografo de ligquidos de marca Yarian 5006 con control
de la temperatura de la columna integrado, inyector manual
equipado con valvula de Inyeccion Rheodyne 7125, detector
W-YIS de longitud de onda variable Varian medelo UV-110.
- Columnas de acero inoxidable de 15 cm de longitud y 4.6mm
de di&metro interno { tubo Lichroma con paredes
interiores pulidas ) de Alltech. Como fase estacloenaria se
empled RsilHLRPia ( Alltech ) de 6§ p y 10 p de diametro
de particula.

Integrador Hewlett Packard 3396A.

i

Centrifuga Beckman J221.

Espectrofotometro Perkin Eimer Hitachi 200.
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111.2. PROCEDIMIENTO PARA EL METODO DE ANALISIS POR CROMATOGRAFIA
EN FASE INVERSA.

El objetivo de esta primera parte del trabajo fué
el de desarrollar un método simple para analizar exclusivamente a
la clanocobalamina en comprimidos orales en los cuales se
encuentran presentes otras vitaminas del complejo B, en muy aita

concentracién con respecto a la vitamina B12.

111.2.1. OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES EXPERIMENTALES

A) Composicién de la fase movil.

Se prepararon soluciones individunles y en mezcla
de las vitaminas con una concentracién aproximada de 0.1 mg para
la cianocobalamina y 100 veces mayor para las otras vitaminas.

Se inyecté cada vitamina utilizando fases moviles
con diferente contenldo de disolvepte organice ( metancl ). En
estos ensayos la temperatura se fijo a 28:C y los solutos se
detectaron por espectrofotometria a 254 nm, longitud de onda en la
cual tedas las vitaminas ensayadas presentan  una buena
absorbancia.

En todas estas pruebas se empleé una concentraclioén
0.05 M de acetato de amonio en la fase mévil para fijar ¢l pll y l1a
fuerza lio6nica, ya que varias de las vitaminas tienen propledades
acido-base.

B) Temperatura.

Conoclendo que la cianocobalamina es un soluto cuya
retencion es notablemente alterada por pequefios cambios con  las
condictones experimentales, incluyendo la temperatura, se efectud
un estudio de 1la variacién del tiempo de retenciotn de cada
vitamina en el intervalo de temperaturas de 24 a 40-C. Se utillzo
como fase mdvil una mezcla MeOH : disoluciéon acuosa de acetato de

amonio 0.05 M 18.5 : 81.5 v/v.
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C). Detecclon, .

Para determinar las condiciones éptimas -de
detecciéon de la clanocobalamina, se trazaron los espectros de
' absorcién de disoluclones de este compuesto en varias mezclas

metanol/agua ( 80:20, 50;50 y 20;80 v/v ).
[11.2.2. CONDICIONES CROMATOGRAFICAS.

Las condiciones cromatograficas que finalmente se
utllizaron para el analisis de la cianocobalamina en comprimidos
orales fueron las sigulentes :

Columna : De acera lnoxidable { 15 cm x 4.8 mm de dliametro
interior ) empacada con fase inversa Rsil CisHL
con un didmetro de particula de 10 u.
Fase mévil : Metanol 18 % w/v
Diselucion de acetato de amonio 0.05 M 8i¥% v/v
Inyecceldn @ Por valvula con rizo de 10 pul
Tenperatura ; 28+C
Flujo : 1ml/min
Deteccion : 361 nm
Sepsiblliidad del detector : (.01 UA/mV
Integrador : atenuacion = 2
ventana del plco = 1.5

nivel de ruido = 2

[17.2.3. LINEALIDAD Y PRECISION DEL SISTEMA.

Para probar la linealldad del sistema se construyo
una curva de callbraclén utllizando diferentes diluclones { con
una disolucién de acetato de amonioc 0.05 M ) de una disolucian
patron de clanocobalamina estandard con una  concentracién
aproximada de 1 mg/ml. las concentraclones de estas diluciones
tomande en cuenta las correcciones por calibracién del material
volumétrico y por la pureza y humedad del cstandard son las

sigulentes
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dilucién concentracién ( mg/ml )
1 ) 0.0193

0.0385

0.0777

0.0973

0.11589

0.1544

0.2421

@ ~N.u e~ wN

El intervalo de concentraciones de los estandares
de calibracion se situa alrrededor del valor de la concentracién
que. se tendria si el contenide de cianocobalamina de un comprimido
con 1 mg se disolviera en 10 ml.

Se inyectarén 10 pl de cada dilucién estandard por
duplicade y con los datos obtenidos se realizé el analisis de
regresion lineal. Para estos calculos se utilizé la medida de
areas debldo a que con la medida de alturas se obtuvieron
coeficlentes de wvarlacion muy grandes. El pico de la
clanocobalamina es ligeramente coleado y como esle compuesto es
sensible a la temperatura, la reproducibilidad de los Liempos de
retencién no es muy buena.

La precision del sistema se determind por la
inyeccion por sextuplicado de una misma disolucion estandar

{concentracion 0.0973 mg/ml).

111.2.4. PREPARACION Y ANALISIS DE LA MUESTRA.

Para el desarrollo de este metodo se utiiizd como

muestra un producto comercial con la sigulente composicion

nominal:
Vitamina Bl ( clorhidrato de Liamina ) ............ 250 mg
Vitamina BS ( clorhidrato de piridoxina )} ......... 250 mg
Vitamina B12 ( clapocobalamina ) .................. 1 mg
Exipiente e.b.p. ... L 607 mg
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Cabe aclarar que en este trabajo se propuso un
métods de analisis por adiclones patrén por dos razones:

1} no se consliguleron placebos de productos
comerciales.

2) dado que los comprimidos orales de la
clanocobalamina que se expenden comercialmente estan formados por
diferentes placebos, se consldert que un método de andllsis por
adiciones pairén seria de mayor aplicabilidad, pués esta técnica
pernmite corregir algunos efectos de la matriz sobre el compuesto
de interés.

La preparacién de las muestras se reali2s de la
sigulente manera ( figura No 3.1 ) :

Se pulverizaren varlos comprimidos hasta obtener
una nuestra homogénea. En 5 tubos de centrifuga se pesaron por
separado la cantidad de poivo equivalente a una tableta y se le
adicionaron 10 mi de una disoluclén de clanocobalamina

estandar , en acetato de amonlo 0.05 M , de la sigulente manera :

tubo concentracién adicionada
{ mg/ml )

1 0.000

2 0,0912

3 0.1356

4 0.1820

Las concentraciones adlcionhadas que se reportan
consideran las correcciones de pureza y humedad del estandar ,
asi como de la calibracién volumétrica,

Los tubos con la discluclén adicionada se agitaron
y se sonicaron durante 10 minutos, para después ser centrifugados
a 4000 r.p.m. durante 10 mlnutes. Se tomdé una porcién del
sobrenadante de aproximadamente 5 ml y se volvié a centrifugar
durante 15 minutos a 15000 r.p.m. para eliminar las particulas
finas que quedaron en suspension. Flnalmente el sobrenadante se
filtrd através de una membrana con diametro de poro de C.45u. E}
filtrado se inyect6 al cromatégrafo .
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i—;ulverlzaclén de comprimidos

L] l l

1 2 3 [
adiclisn + 10 ml acetato de amonio 0.05 M
mg/n) [ 0.0000 ] [0.0812 ] [(6.1356 ] {5,180 )
!
10 nin
l
e
|
(ancuota d; sobrenadante } S ml
l
lS?gOm;‘;)p.m.
!
Lfiltrar scbrenadante j f‘é-!:geude
!
Figura No 3.1. Preparacién de la muestra para el método por

cromatografia en fase inversa.
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IT1.2.5. LINEALIDAD ¥ EXACTITUD DEL METODQ

Cada vna de lag muestras con diferentes adiciones
patron se analizé por duplicado , con los resultades se determins
la llinealidad y exactitud del método y se calcult el contenido

promedio de clanocobalamina en el producto comercial.
111.2.6. PRECISION DEL METODO

Para determinar la repetibilidad del métedo se
analizaron 4 muestras diferentes por triplicado, bajo las mismas
condiclones de trabajo durante el mismo dia y para la
reproducibilidad se anallzarén 3 muestras por triplicado cada dia

durante dos dias diferentes y con dos analistas.
[11.2.7. ESTABILIDAD DE LA MUESTRA

Para determinar si las muestras, listas para ser
inyectadas, seguian siendo Gtiles después de 24 horas, en caso de
presentarse sltuaciones Imprevistas, se efectué lo siguiente : 4
muestras del experimento de precision se mantuvieron a temperatura
ambiente protegidas de la luz y blen tupadas durante 24 horas,

tiempo en que se volvieron a anallizar bajo las mismas condiciones,
[11.2.8. ESPECIFICIDAD EN ANALISIS DE ESTABILIDAD.

Para conocer la especificidad en estabilidad, sec
expusieron muestras de las vitaminas que absorben a 351 nm a la
‘luz  solar durante un mes. Posteriormente se prepararon
disoluciones de cada una con una concentracién parecida a la del
polivitaminico comercial ( 0.1 mg/eL para la cianocobalamina y

25.0 mg/ml para las demads ) y se inyectaron en el cromatdgrafo.



{11.3. PHOCEDIHIENTO PARA EL METODO DE ANALISIS POR CROMATOGRAFIA
DE PARES DE 10ONES.

El objetivo en este caso fué el de implementar un
método en donde las sels vitaminas del complejo B ensayadas, entire
las cuales se encuentra la clanocobalamina, estuvieran
perfectamnente bien separadas para poder evehtualmente
cuantificarias en una sola corrlda. Se prepard una muestra con
todas las vitaminas en concentraclones que generalmente Se
encueniran en los polivitaminlicos inyectables comerciales.

Cabe aclarar que, en esta parte del trabajo, solo
se estudlaron las caracteristicas del método ( 1inealidad
exactitud, etc ) para el analisis de la clanocobalamina, ya que no
se consiguleron estandares de pureza adecuada para las etras
vitaminas. Por otra parte, el analisls de mezclas de csas
vitaminas { sin incluir a la cianocobalamina ) ,por cromatografia
de pares de iones, ha sido reportado varias veces en la literatura

como se indicé en la seccién de antecedentes.
111.3.1 COUBRICIONES CROMATONRAFICAS.

Para optimizar la separacidon del grupo de
vitaminas, se prepararon disoluclones de cada una de ellas c¢n
HC10a lO'ZM. Las condiclones cromatograficas son las siguientes:
Columna : de acero inoxidable { 15cm x 4.6mm de diametro interno )

empacada con una fase ynversa RsilCialil de didmetro de
particula de Sp
Fase movil : fase débil A = B0% v/v disolucién acuvsn de HCIOs
10™%M y 20% v/v metanol:tetrahidrofurano ( 97:3 ).

Con octansulfonate de sodio 0.005M

fase fuerte B = 557 v/v disolucién acuosa de liC104

10" y 45% metanol:tetrahldrofurans { 97:3 ). Con

octansulfonato de sodio 0.005H.
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Gradiente ( 35 min ).

tienpo

( min ) 0 18 25 30 35

% B 0 o} 20 50 100
Deteccién : tiempo O, A = 280nm

tiempo 25, A = 3B1nm
tiempc 37, A = 280nm

Sensibllidad del detector : 0.01 UA/mV

Flujo : 1| ml/min

Temperatura :

Integrador :

28.C

ventana del pico = 1.5
nivel de ruido = 0

atenuacion i nne 0, 32 ( 0.032 AUFS = 0.05 AUFS )

- tiempo 25, 1 ( 0.002 AUFS )
- tiempo 35, 128 [ 0.128 &UFS = 0.1 AUFS i

La aplicacién de este método se realizé en una

mezcla con materia prima en buffer de acetato de amonio de todas

las vitamlnas a exepclén de la clanocobalamina { de

la cual se

agregd estandar ) con las concentraclones slgulentes ( que son

comumente encontradas en los Inyectables ) :

Niacipamida .......... .. 50 mg/m!l
Piridoxima ............. 5 mg/ml
Ribolflavina ............ solucién saturada
Acido folico ..... +..... soluclén saturada
Cianocobalamina ........ 200 ug/ml
Tiamina ................ 50 mg/ml
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111.3.2. LINEALIDAD DEL SISTEMA

Para probar la linealidad del sistema se inyectaron
varias disoluciones estandard de clanocobalamina con diferentes
concentréc!ones. aplicando en cada caso el gradiente de elucién
anteriormente descrito. Se obtuvo la curva de calibraciuén area vs
concentraclén y se efectué el anallsis de los resultados por
regresién lineal.

Las disoluciones inyectadas fueron las sigulentes :

disolucioén concentracion
( mg/ml )

0.0211
0.0421
0.0851
0.1057
0. 1692
0.3159

Lo IS R A X

Se reportan las concentraclones corregidas por la
pureza y himedad del esténdard y por el material volumélrico, Se
inyectaron 10 ul de cada disolucién por duplicado.

La precisién del sistema se detcrmind inyectando
por sextuplicado una mezcla cen todas las vitaminas, obteniéndo el
coeficiente de variacién de las mediclones de area de lu

cianccobalamina.
111.3.3. LINEALIDAD, PRECISION Y EXACTITUD DEL METODRO

La linealidad, repetibilidad y exactitud del método
se evaluaron afadiendo a una matriz” de vitaminas, sin la
clanocobalamina y con las concentraclones ya establecidas,
diferentes concentraciones de cianocobalamina eslandur de la

sigulente manera :
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disolucién concentracion afadida
{ mgrml )

0.1142
2 0.2284
0.2998

Se reportan las concentraciones corregidas por la
pureza y hUmedad del estandar y el material volumétrico. Cada
disolucién se analizé por triplicado, Inyectando al cromatégrafo
10 ul.

( * ) La matriz de vitaminas se obtuvo después de fliltrar la
mezcla en una membrana de 0.45 g, ya que el acido félico y la
riboflavina son poco solubles.

La exactitud y la repetibllidad del método se
determinaron por el calculo del porciento de recobro de la

clanocobalamina en cada una de las disoluciones anteriores.

111.3.4. ESPECIFICIDAD EN ANALISIS DE ESTABILIDAD.

Para conocer la especificidad en establilidad, se
expusieron muestras de materia prima de todas las vitaminas a la
luz solar durante un mes y al terminar éste perjodo se hiclieron
disoluclones de cada una de ellas con una concentraclén parecida a
la de la muestra y se inyectaron 10 pl al cromatégrafo empleando

el gradlente de elucién descrito.
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IVVRESULTADOS Y DISCUSION

1V.1. METODO POR CROMATOGRAFIA EN FASE INVERSA

IV.1.1. INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA Y EL PORCENTAJE DE METANOL
EN LOS TIEMPOS DE RETENCION DE LAS VITAMINAS.

En la tabla No 4.1, y la figura No 4.1 se muestran
los valores del tiempo de retencién relativo ( te' ) de cada una
de las vitaminas en el intervalo de 25.C a 40 -C.

Se puede observar que la niacinamida, la tiamina,
12 piridoxina y el acldo félico no presentan variacién notable en
los tr'ts) en este intervalo de temperatura, a diferencia de la
riboflavina fosfato, la cianocobalamina y la riboflavina base. La
curva de la clanocobalamina presenta una pendiente muy marcada
entre 25.C y 32+C, intervalo en el que se encuentran las
variaciones normales de la temperatura ambicnte, por lo que se
deduce que es indispensable controlar estrictamente la temperatura

para obtener separacliones reproducibles.

En la tabla Ho 4.2 ¥y la fligura lHo 4.2 se mucstran
los valores del tr' de cada una de las vitaminas en funcién del
porcentaje de metanol en la fase mévil.

En este caso, como en el anterior, se observa un
efecto muy marcado sobre las riboflavinas y la clanocobalamina, a
diferencia de la niacinamida, la tlamina, la piridoxina y el aclde
£&lico cuyo retencién es poco ufectada por el contenldo de met:unod

en el intervalo estudiado.
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TIEMPO DE RETENCION RELATIVO ( tr' )

( minutos )
-TEHPERATURA 1 2 3 4 S 6 i 7
{Cc )

25 1.447 [1.273 {0.908 |0.71 10.775129.238{34.6
"""" 26 {1382 |1.211 [0.84 |0.744 |10.455]28.42 |33, 666
""" 21 |1.a0s |1.267 [0.682 |0.711 110,845 |27. 118]3¢. 361
28 |Lass [1.219 [o.867 |o.611 |10.825]26.16 (308
"""" 26 |1.208 |1.085 |0.832 |1.053 |10.138|25.38 32761
""" 30 |t.281 |1.138 [0.845 {1.085 {10.115|24.741(31 876
T {112 Jo.e23 lo.68a {0.77a |8.8a1 21,65 |og.5
a8 |viose Jo.eas [o.c9s 0.5 [s.a5e |19.65 [26.0
''''' % |1.205 1057 |0.624 |0.772 |6 306 |18.15 |25. 185
""" %  [1.187 |1.003 |0.816 |0.787 |7.99 |i8.587|23.871
""" 10 |1.18 |o.g52 |0.784 |0.721 |7.696 |17.791 (23,571

Tabla No 4.1. Influencia de la temperatura en el tiempo de re-
tencion relativo de las vitaminas del complejo B. 1 niacinaml-
da, 2 tlamina, 3 piridoxina, 4 dcido fSlico, S riboflavina
fosfato, 6 cianocobalamina, 7 riboflavina base. Fase estacio -
naria : columna ( 15cm x 4.6 mm d.1.) empacada con RsilCiahL,
10 y. Fase =ovil : metanol / disolucién acuosa de acetato de
amonio 0.05 M 18.5 : 81§ v/v.Deteccidén : 254 nm. Senslibilidad
del detector 0.01 UA/mV. Flujo : 1ml/min.
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FIGURA 4.1 EFECTO DE LA TEMPERATURA
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Figura lo 4.1. Efecto de la temperatura sobre la retencién de las
vitaminas del complejo B. 1 niacinamida, 2 tiamina, 3 piridoxina,
4 4cldo tilico, S rlboflavina fosfato, © clanocobalamina, 7
riboflavina base. Fase estaclonaria : columna ( 15 cm x 4.6 mm
d.1. ) empacada con RsilCigHl, 10 u. Fase mévil : metanol /
disolucién acuosa de acetato de amonio 0.05 ¥ 18.5 . B81.5.
Oeteccion @ 254 nm. Senslibilidad del detector 0.01 UA/mY. Flujo 1
mtimin,



TIEMPO DE RETENCION RELATIVO ( tr’ }
{ miputos )

FASE MOVIL 1 2 3 4 ] 4] 7
{ MeOH:H20 )

Tabla No 4.2. Influencia del porcentaje de metanol en ia fase
mévil en el tiempo de retenciéon relativo de las vitaminas del
complejo B. 1 niacinamida, 2 tiamina, 3 piridoxina, 4 fcido [o-
lico, § riboflavina fosfato, 8 cianoccobalamina, 7 riboflavina
base. Fase estaclonaria : columna ( 1S cm x 4.6 mm d.1.0 empa -
cada con RsilCisHL, 10u. Fase mévil : metanol / diseluclén
acuosa de acetato de amonio 0.05 M, variable. Temperatura : 28
«C. Deteccién 254 nm. Sensiblllidad del detector 0.01 UA/mv.

Flujo 1 ml/min.* No eluyt antes de 70 minutos.
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FIGURA 4.2. EFECTO DEL % DE METANOL
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Figura No 4.2. Efecto de la composicion de la fase movil sobre la
retencién de las vitaminas del complejo B. 1 niacinamida, 2
tiamina, 3 piridoxina, 4 4cido félico, 5 riboflavina fosfato . 8
clanocoba ! tmina, 7 ribeflavina base. Fase estacionaria : columna ;
empacada con RsiiCisHL, 10 p. Fase movil : metanol : disolucién
acuosa de acetato de amonlo 0.05 M, variable. Temperatura : 28 »C.
Deteccién : 254 rm. Sensibilidad del detector 0.01 UA/mV. Flujo 1
ml/min.
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Otras experiencias realizadas a éou;bbs{cit.mes de
fase movil fuera del intervalo reportado en la flgura 4.2 aierzm
los resultados siguientes :

- con menos del 164 de metanol, la retenclén de la clanocobalamina
y la ribeflavina base es exesiva,

- con 30% de metznol en el eluente, el orden de retencién de la
cianocobalamina y la riboflavina fosfato se invierte,

- con 50% de metancl todos los solutos eluyen ¢n el volumen muerte

de la columna.

De la figura 4.2 se¢ deduce que ¢l intervalo en e;
cual se pueden obtener buenas separaciones de la cianucobalamina y
las riteflavinas, vitaminas que se encuentran cercanas al pico do
interés, estd aproximadamente entre 22% y 17% de metanc!.
El  porcentaje de metanol a escoger dependera  de  las
concentraciones relalivas de las vitaminas.

Es muy Importunte notar que el porcentaje cde
metanol debe se¢rr controlade siempre minuclosamente, ya que
cambios pequefios causaran variaciones grandes en el tiempo de

retencién de la clanocobalamina.

1vV.1.2. DETERMINACION DE LA LOHGITUD DE ONDA OPTIMA PARA LA
DETECC1OHN.

Se obtuvieron los espectros de absorcion, en ta
region ultravioleta-visible, de la clanocobalamina en las mezclas
metanol:disolucién acuosa de acetato de amonio 0.05 M sigulentes :
80 : 20, SO : 50 y 20 : BO v/v.

Mo se observaron cambios en los dliferentes
espectros, al obtenerlos en las diferentes mezclas, por lo que en
la figura 4.3, se presenta solamente el especiro correspondiente a

la mezcla 20 @ BO.
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278 361 550 nm

Flgura o 4.3. Espectro de absarcien de la clanocobalamina en una
mezcla metansi/diselucién acuosa de acelato de amonio 0.05 H en
una proporc!.:. 20 ; B0 v/v,
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Una vez que se determind que el espectro de
absoreién de la cianocobalamina no presentd cambios con respecto a
la compogicion de la fase mévil, se eligio el maximo de 361 nm
para la deteccién de la cianccobalamina por las siguientes
razones :
1} 13 cianocobalamina presenta mayor absorclén
2) ta tiamina y la niacinamida, que cominmente se presentan con
las concentraciones mds altas en las formulaciones, no absorben.
3} las vitaminas reslantes gencralmente absorben menos que a
254 nm, longilud de onda cominmente utilizada en los analisis

cromatograficos.

Finalwente, con la aplicacién  del método
desarrollade, en las figuras 4.4 y 4,5 se muestran lou
cromatogramas de) estandar de clanvcobalamina y de la muestra

preparada segun se describio.
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Figura No 4.4. Soluclén esténdar de clanocobalamina 0.0973 mg/ml.
Fase estacionaria : columna ( 1S co x 4.6 au d.1. ) empacada con
RsilCiaHL, 10 p. Fase movil : metanols/disolucidn acuosa de acetato
de amonio 0.05 H 19/8). Temperatura : 28 «C. Deteccién : 361 nm.
Sensibllidad del detector : 0.01 UA/mV. Flujo Iml/min.

=1

PERE T

Flgura Ho 4.5 . Andlisis de un comprimldo, A plridoxina,
B cianocobalamina. Fase estaclonarla : columna ; { 15 cm x 4.6 mm
-1 )  =mpacada con  RsiiCisHL, 10 g Fase movil
metanol/disolucién acuosa de acetalo de aronlo 0.05 M, 10/81.
Temperatura 28 -C. Delecclén 361 nm. Sensibilldad del detector
0.01 UA/mY. Flujo 1 ml/ain.
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IV.1.3. LINEALIDAD Y PRECISION DEL SISTEMA

Con el fin de asegurar que la respuesta del
detector, fuera preoporclonal a la concentracién de la
cianocobalamina en el Intervalo a trabajar, se estudié la
linealidad del sistema.

fos resuliados se observan el e] tabla lo 4.3 y
en la flgura No 4.6 ,

Loncentraciédn Area .
 mgsm! ) Regresion lineal
-------------------------- r = 0.9991
0.0193 84581 2
________________ §§§_5,1_ r’=  0.9882
0.0385 174547 m = 4343465.665 t 116803.19
ooy V70083 b = 25684.0318 = 14830.57
0.0777 342756
U, I 319784 __
0.0873 414845 Prueba de hipotesls para b
417864
------------------------- Ho : b=g _
0.1159 498151 H:beg donde § = O
__________________ S19587_ _ '
0. 1544 702514 t eate.= 0.3944
__________ o). 833043 t tablas a/2,12 = 2.173
0.2421 1040756 donde & = 0.05
e} Y04B245 tcalc. < ttablas

Tabla No 4.3.Linealldad del sistema en el método de andlisis de
la cianocobalamina por cromatografia en fase inversa. r , coefll~
ciente de correlacion; m,pendiente; b,,ordenada al origen; Ho,
hipétesis nula; Hy, hipdtesis altersa; t valor de student ; «,
nivel de significancia,
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Figura 46. LINFALIDAD DEL SISTEMA

CROMATORRAFIL EN FASE IVERSA
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Figura Ho. 4.6. Llinealldad del sistema en el analisis de la
clanocobalamina por cromatografia en fase inversa. ri= 0.9982, m =
4343165.665, b = 26B4,0318. Fase estaclonarta ; columna ( 15 cm x
4,6 mn d.1.) empacada con RsilCigHl.,, 10 p. Fase mbvil
metanol/disolucion acuosa de acetato de amonio 0.058 M. wv/v,
Temperatura : 28 +C. Detecclén 361 nm. Sensibllidad del detector :
0.01 UA/mV. Flujo ; 1 ml/min.
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De los resultados se deduce, que el sistema es
lireal { con una sensitividad y = B0.963 ), ya que del analisis de
regresion se obtuve un coeficiente de correlacién mayor a 0.98 y
la prueba estadistica de hipdtesis para la ordenada al origen
indica que ésta puede conslderarse igual a Q.

r? > 0.98
b = 0O
los resultados de la precisién del sistema se

muesiran en la tabla No 4.4 .

427726

412129

422731

420568.5
= 6685.8032
= 1,687

]

o8
< m

Tabla No 4.4, Precisidn del sistema en ¢l andlisis de
la clanocobalamina por cromatografia en, fase lnversa.
Solucién G.0973 mgs/ml. x, promedio; D.E. ,desviacién
estandard; C.V,, coeflclente de variacidn.

Se obtuve un cocficlente de vartacion aceptable
considerando que la clanocobalamina s up componénhe minoritario
en la muestra, que su pico esta ligeramente coleado ( factor de
coleo T = 1.166 } y que presenta una anchura de pico relativamente

grande, comparada cen las otras vitaminas.
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IV.1.4. LINEALIDAD Y EXACTITUD DEL METCDO. CONTENIRQ DE
CIANOCOBALAMINA EN EL PRODUCTO COMERCIAL.

Debldo a que no se consiguleron los placebos de los
comprimidos, la evaluacién de 1a linealidad y exactitud del método
se realizé através de una curva de adiciones patron.

Se adiclonaron disolucliones con diferentes
concentraciones de clanocobalamina a diferentes porciones de
pulverizado del comprimido ( con peso conocido ) y se analizaron
por duplicado.

Se obtuvieron los valores de ja concentracion
adicinnada vs area y estos fueron corregidos ( para minimizar e)
error du los diferentes pesos ) con el peso del pulverizade para
trazar la curva de concentracioén adiclonada/peso de pulverizado vs
area/peso de pulverizado, de la cual se obtuvo la conceniracién de
cianocobalamina por mg de pulverizado Xo (intercepto en 1a
abslisa).

Estos resultados se muesiran en la tabla 4.5 y en
la figura 4.7 .

Posteriormente, a partir ue la curva de calibracién
se calcularon las concentraciones correspondientes a cada une de
los valores de area del experimentc de adiciones patrén. Estas
concentraciones globales ( C.G.) incluyen a los miligramcs
extraidos del pulverizado y a los miligramos adicionados, por lo
que para calcular la concentracién recuperada se realizo lo
sigulente :

- cada valor de peso de pulverizado { P.P.} fue
multiplicado por Xo para conocer las concentraciones pro»cniun\cd
solamente de los pulverizados { C.P.)

(P.P.) L& )=(CP )

- a cada valor de concentracion global se le resté el
valor correspondiente a la concentracion de pulverizado. El
resultado fue la concentracién recuperada ( C.R. )

(cc. }y-(CP }=CR
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Peso pulv.| Conc. adic. Ar.ea Conc adic./P.P.
{ P.P}
mg mg/ml mg/mt / mg
518.90 0.00 468975 0.00
___________ 472935 _ e
618.51 0.0912 860479 1.4738 X 10 -4
_________________________ BABA2T_ et
618.64 0.1356 1078218 | 2. 1016 X 10 -4
e j 2102288 5 .
£18.11 0. 1820 1268436} 2.9147 X 10 -1
DRUIUUURSRIUSY JEPRPOTERPRRUNDINY J.Y.-. )< L5 O

Regresién lineal para la curva de conc.

r =

2
r

n

"

m
b

0.9984
0.9968

adic./P.P.

4385880. 61 * 251465, 1

762.5

Xo = 1.7385 X 10 ~

t 43,7324

A

Area/P.P.

1742.
1781.74323

HORT 1202
2014,

vs arcasf. P

Tabla No 4.5. Adiciones patron para el apalisis de la cluno -~

cobalamina por cromatogralia en fase inversa. r,coellciente

de correlacién; m, pendlente; b, ordenada al origen; Xo, in ~

tercepto en la absisa.
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Figura 4.7. Curva de adiciones patron para el anpalisis de la
clanocob~!amina por cromatografia en fase_jinversa.r'= 0,9968; m =
4385880.61; b = 762.5; ¥o = 1.7385 ¥ 10 Fase estacionaria ;
columpa ( 15 cm % 4.6 mm d.1.} empacada con RsilCisHL, 10 p. Fase
mévil metanol/disclucién acuosa de acetato de amonio 0.05 M.
v/v. Temperatura : 28 +C. Detecclén 361 nm. Sensibilidad del
detector : 0.01 UAM/mVY. Flujo ; 1 mi/min.
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Fipalmente se hizé el andlisis de regresioén lineal
con los datos de la curva de concentracién adicionada s
concentracién recuperada.

De los resultados, que se muestran en la tabla No
4.8,y la figura No 4.8 , se observa que el método es lineal, ya
que el coeficiente de correlacién es mayor a 0.98 y de las
pruebas de hipdtesis se coancluye que la pendiente puede
considerarse igual a 1 y la ordenada al origen igual a 0.

r’> 0.98
m & 1
b = 0

La exactitud se deterniné con los  porcentajes
recuperados de cianocobalamina en las muestras adiclionadas. Estos
se presentan en la tabla No 4.7 .

De la prueba de hipdlesis se deduce que se recupera
el 100 %, es decir que el métedo es exacto, aungue el coeficlente
de variacien es relativamente alto, probablemente debido o

variaciones en la preparacidén de la muestra.
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Peso pulv.} conc.adic.] Conc.glob.| Conc. pulv. Conc. recup.
( P.P.) { C.G.) ( C.P.) ( C.R.)
mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml
618.90 0.00 0.1074 0.1076 0.00
___________ . 0.1083 _ 0.00
618.51 0.0912 0.1975 0.1078 0.0899
0. 1943 0.0867
618.64 0. 1356 0.2476 0.1076 0. 1401
—— eee|o-0e2832 0.1486 ___
518. 11 0.1820 0.2914 0. 1078 0.1840
W I SebA

Regresién lineal para la curva de concenlracién adicionada vs

concentracién recuperada :

r = 0.9981
r?= 0.9961
m= 1.0121 % 0.073%
b= -2.9676 X 10 " & 8.9847 X 10
Pruebas de hipdtesls.
para la pendiente :
Ho: m=35 donde & = 1 tcarc. = 0.4030
Ho: m# 38 trablas as2,8 = 2.447

para la ordenada al origen :

Ho :
Ho :

b=p
bz g

donde §§ = 0

tcate ¢ Lttasblas o = 0,08

tcalc. = 0.0808
ttablas wz,u = 2.447
<

teate. ttablas , @ = 0.05

Tabla No 4.6 .Linealidad del método del analisis de la cianoco-

balamina por cromatografia en fase inversa. r,coeficlente de

correlacién; m,pendiente; b, ordenada al origen; Ho, hipoétesis-

nula; Hi, hipotesis alterna; «, nivel de significancia; t,

valor de student.
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FIGURA 4.8. LINEALIDAD DEL METODO
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Figura No.

4.8. Linealidad del método de anﬁ&l.ﬂ;is de la

cianocobalamina por cromalog_r?(‘ia en fose inversa. r'= 0.9961; m

= 1.012); b

-2.8676 £ 10 . Fase estacionaria ; columna { 15

cm x 4.6 mm d.1.) empacada con RsilCislil, 10 p. Fase movil
metanol/disolucién acuosa de acetato de uwmonio 0.05 M. v/v.

Temperatura :

28 -C. Detecclédn 361 nm. Sensibilidad del detector

0.01 UA/nmY. Flujo ; 1| ml/min.
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Cone. Adic. Conc. Recup. % Recobro
0.0912 0.0898 8. 6268 % = 101.2718
0.0867 58.0028 D.E. = 3.5530
0. 1358 0.1401 103.3080 C.v. =355
R, U 0.1456_____|_.107.3953__
0. 1820 0.1846 101.0657
e 0.1787 ___.|...98.1727

Prueba de hipétesis para la exactitud

Ho : * = u donde g = 100 teasle. = 0.5062
- ttablas as2,4 = 2.776
Hi @ x# a = 0.05

teate < trabias

Tabla Ho 4.7. Exactitud del metodo de analisis de la cianocoba -
lamina por cromatografia en fase inversa, x, proredio; D.E., des-
viacién estandard; C.V., coeliciente de variacisn; He, hipote -

sis nula; Hi, hipotesis alterna; a, nivel de significancia; t,.

valor de student. Las concentraciones se dan en mg/ml.

Como ya se menciond anteriormente, el valor de Yo
es la concentracion de clanocobalamina por mg de poivo, entonces,
para conocer la concentracion de cianocobalamina por comprimido,
Xo se multiplicé por el peso equivalente a un comprimido (607mg).

Asi, la concentracion es :

0.1055mg/ml © 1.055 mg/comprimido

Para verificar si la cantidad de cianocobalamina
indicada por el fabricante ( 1 mg por comprimido ), fué igual a2 la
determinada, se calculd el intervalo de confianza para Xo ( a
partir de un analisis de regresién lineal para la curva de
adiclones patron, con la inversién de las variables.

El valor de Xo con su intervalo de confianza es :

17278 X 10 Y+ 4.875 x 10 O
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transformando a valores de concentracién :
0.1055 * 0.0296 mg/ml
el limite superior es :
0.1345 mg/mt o 1.345 mg/comprimido
el limite inferior es :
0.07529 mg/ml o 0.7528 mg/comprimldo
como el valor reportado por el fabricante esta ineluldo dentro del
intervalo de conflanza, el producto si contiene la cantidad

especificada.

IV.1.5. CONCENTRACIGN MINIMA DETECTABLE

La concentracién minima detectable ( C.M.D.)} fue
calculada a partir del limite superior del intervalo de conflanza
de la ordenada al origen de la curva de la concentracién
adicionada vs la concentracién recuperada. El valor de la ordenada
al origen con su intervalo de confianza es :

-2.9676 X 10 "% £ 8.9847 X 10 ~

el limite superior es :

3

8.6873 X 10 5

En la ecuacién :

y = 1.0121x - 2.9676 X 10 "
se sustituye en "y" el valor del limite superior, y se despeja "x"
para obtener la concentracién minima detectable, Asi :

3

C.M.D. = x = B.EB79 x 10 ° + 2.9676 X 10“‘.l

1.0121

C.M.D.= 8.88 X 10 3 mg/ml

Como se observa, con este método pueden detectarse
blen, hasta decenas de pg/ml. Para el caso en que se qulsieran
cuantificar concentraciones menores, del orden de¢ las unidades de
microgramo, se sugliere optimizar y validar el método con una

sensibllidad del detector mayor.
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1V.1.6. PRECISION DEL METODG

Para conocer el grado de concordancia entre los
resultados suceslvos obtenidos con el aé¢todo, bajo las mismas
condiciones de trabajo ( anallsta, aparato, tiempo }, se hizo e}
experimento de repetibllidad analizando por triplicado 4 muestras
diferentes { ver tabla No 4.8 ).

Muestra ag/ml

L1104
1127
1127
1137
1163
1172

L}

0.5142
LE. = 2.634 X 10
V. = 2,306 %

3

n
oo oiloaa
oo X

3 0. 1030
0.1148
0.1149
4 0. 11865
0. 1175
0.1150

Tabla No 4.8. Repelibilidad del método de anmalisis de la
clanocobalamina por cromatografia de liquidos en fase’
inversa. X, promedio; D.E., desviacién estandard; C.V.,

coeficiente de variacton.

El coeficlente de variaclén de todas las concentraciones
determinadas, aunque es mayor al 2 %, puede considerarse aceptable
considerando que Ja ciaznocobalamina es un soluto minoritarie, que
tiene un pico un poco coleado, y que liene una anchura grande,

conparado con el de las otras vitamlinas.
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Por otra parte, para conocer el grado de concordancia
entre los resultados individuales obtenidos con el mismo método
pero bajo - diferentes condiciones de tradbajo, se hilzo el
experimento de reproducibilidad, analizando por triplicado 3
diferentes muestras cada dfa, durante 2 dias diferentes y con dos
analistas,

[as tablas 4.9 y 4.10, muestran respectivamente los
datos obtenidos y el analisis de vartianza de los mismos.

ANALISTAS

o x = 0.0994
1 D.E. = 1.8194
A C.V. = 1.823 %

Tabla No 4.8, Datos de la reproduclbilidad del método de
analisis para la cianocobalamina por cromatografia en
fase Inversa. x , promedlo; D.E., desviacién estandard ;
C.V., coeficlente de variacidén.las concentraciones se

dan en mg/ml.
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Fuente " Grados Suma Medlia Featc Freor
variacién = libertad Cuadrades Cuadrados

«t 1 1.148 x 10° 119 x10® 033 em:!
B 2 5.97 x 10° 3486 % 10° 0.988  a.45®
chlt)) 8 2.822 X 1070 3.527 X 10°°

Modelo estadistico : Yijk = p + at + d3t1) + €kt1j)

1 Freorica 0.05,1/2

2 Fteorica 0.05,2/8
Tabla Ho 4.10. Analisis de varianza para la reproducibilidad del
método de analisis de la clanocobalamina por cromatografia de
liquidos en fase inversa. Yijx, concentracién; j, media general;
1, efecto del analista; &)1y, efecto del dia; cxti1), error

experimental; F, valor de Snedecor.

Del anAlisis de wvarianza se observa quc las
Fealculadas SOR menores que las Fteorlcas, por lo tanto, no hay
diferencias significativas entre analistas y entre dias, siende
reproducible el mélodo, ademds de que el coeficiente de variacion
en menor al 2%,

Se utilizéo un modelo estadistico con una variable
anidada porque los dias de analisis fueron diferentes en todos los
casos, es declr se realizé todo el estudio en 4 dias,

Es interesante notar que el coefliciente de
variacion del experimento de reproducibilidad sea menor dque el
coefleiente de variacién del experimento de repetibilidad. Cabe
aclarar que se realizaron con columnas, que aunque lguales en
composicién, diferian en eficiencia. la eficlencla de la columna
puede influir en la precisién resultante de la integracion del
ptco do !a clanocobalamipa, ya que como se ha wmencionado
anteriormente, éste presenta un ligero colec y una anchura
considerable. Asi al ‘tenerse plcos mis delgados, hay menos

varlacion.
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1V.1.7. ESTABILIDAD DE LA WUESTRA

Se procedié a probar la estabilidad de algunas
muestiras del experimento de reproduciblilidad. Estas muestras, que
se guardaron a temperatura ambiente y proteglidas de la luz, se
volvieron a analizar despues de 24 horas.

Se hizdé una prueba estadistica de hipodtesis para
conocer si el cociente concentracién inicial/concentracitén después
de 24 horas, era igual a 1, ya que éste se acercara =mis a la
unidad conforme wmwenos diferencias existan entre ambas
concentraciones.

De la tabla No 4.11, se deduce con una confianza
del 95 % que la muestra es estable durante 24 horas porque la
tcalculads es menor que la ttevlas , slempre que ésta’ sea

conservada pretegida de la luz.
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Muestra ] Conc. inic. Conc. 24 hrs, s/1
ng/ml (1) mg/ml (S)

1 0.1015 0,0992 0.9779
- 2 "-0. 0987 0.0881 0.9942

3 0.0980 ) —---0.0967 i _;?;Ag;-_

4 0.1085 | o.om1 | o.gws

S/lprow = 0,974 Prueba de hipdtesis para S/1
D.E. = 0.0252 Ho : S/1 =}
C.v. = 2.591% Hy s S/1 = 1

teatc = 2,061

trablas a/2,2 = 4.303

tealc € ttablas , a = 0.05

Tabla No 4.11. Estabilidad de la muestra cn el
anallsis de la clanocobalamina por cromatografia
en fase inversa. S/l prom, promedio del cociente
S/1; D.E., desviacién estandard; C.V., coeficiente
de variacién; Ho, hipdtesis nula; Hi, hipétesis

alterna; t, valor de student.

1V.1.8. ESPECIFICIDAD EN ANALISIS DE ESTABILIDAD

Para determinar la especificidad en estabilidad del
método en relacién a los productos de degradacion de 1las
vitaminas, se expusieron a la luz solar muestras de materia prima
de las vitaminas que absorben a 381 nm, durante un mes. En las
figuras 4.9-4.13, se muestran los cromatogramas de estas
vitaminag, dospués del tiempo mencionado y se observa que los
productos de degradacién interfieren en el anilisis de la
clanocobalamina ( a excepcién de la riboflavina base ), por lo que
se deduce que el método no puede utiljzarse parz estudios de

estabilidad, solamente para control de calidad.
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Figura Ho 4.9 . Pirldexina después de expusicién a luz solar. 3,
plridoxfna. Fase estaclonaria : columna ({i5em X 4.6mm d.i.)
espacada con Rg1lC1eHl, 10 p. Fase mbvil : metano/disolucién
acuosa de acetato de amonio $.05 M 19/81 v/v. Teeperatura : 28-C.
Deteccton ;61 nu. Sensibilldad del detector : 0.0! UA/mY. Flulo :
1 nl/min.

Figura No 4.10. Riboflavina despubs de exposicion z la Juz solar
7. riboflavina. Fuge cstaciocraria @ Tsluwnes 115 cn X 4.8 mmod.L. )
Rs$iCiskl, 10 p  Fase movil : metanoisdisniucidn acuossa de
acetatc da amenie u.- 0 ¥ wsv. Terperatura @ 28 +C. Deteccidn @ 361
nz. Sensibilidad del detector @ G.81 UA/RY, Fluje @ iml/min.
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Acido folico despuds de exposicion a luz salar,

Figura No 4.1}
columna (iScm X 4.6 mm 4.1, )

4,4cido f&lico. Fese estacionaria
empacada con RS1ICHIHL, 10 p. Fase movil : motano)/disolucidn
acuosa de poetate de amonle 0,05 M 18/81. Temperotura 2 .0
Detecclén : 381 nm. Sensibitidad del detector : 0.01 Uasav.

Flujo: 1 wismin.

CETY Vi-;- PP ieslarde
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Flgura No 4.12 Fosfato de ribeliavina deaputs de exposicion w lu
luz solar, 5, fosfate de ribeflavina Fase estacionaria :eolumna
(18 ¢ X 4,6 mm d.1.) empaceda can Rsiiciall, 10 u. Fase movil
tetanol/disolycién acugsa de acclato de amonfe 0.05 M 18781 w/iv,

tenperatura @ 28 L. Detecclsn @ 38F nr. Scasibiildad  del

detector: 0.01 UA/rY. Flujfo Iml/min.
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solar.

4.6

6, cianocobalamina.

metanol/disolucién  acuosa
v/v. Temperatura : 28 .C.
tor : 0.01 UMV, Flujo ; 1 mi/min.
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Fase estacionaria :
mn d.i.}) empacada con RsilCisHl,
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Detecclén 361 nm,
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Clanocobalanina después de exposicién a la luz
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10 pu. Fase mévil

amonio 0.05 M.
Sensibilidad del



Iv.2. HETODO POR CROMATOGRAFIA DE PARES DE IONES.

Como se mencioné anteriormente este método se
realizé con un gradiente de elucldén con la utillzacién de un
furmador de pares de iones en la fase w6vil, que fug el
octansulfonato de sodie. La fligura No 4.14, muestra el
cromatograma de la separacidn obtenida.

Se trabajé unicamente con materia prima de las
vitaninas menclionadas y un estandar de cianocobalamina, por 1o que
la aplicacitn del método se realizéd sobre una mezcla de tedas las
vitaminas en concentraclones semejantes a un lnyectable comin., Laos
resulltados de los experimentos de linealidad, precisioén,

exact itud y especiflicidad se describen a continuacién.
1v.2.1. LINEALIDAD Y PRECISION DEL SISTEMA.

Para veriflicar que la respuesia del detector fuera
proporcional a la concealracién de la cianocobalamina en el
intervalo a trabajar se estudié la linealldad del sistenma.

Al lgual que el método anterior, se usé la medida
de 4reas para el andlisls de la clanccobalamina, ya que asi se
pudleron obtener resultados mas precisos.

Los resultados que se presentan en la tabla No 4.12
¥ en la flgura No 4.15, muestran que el sistema es lineal.{ con
una sensitividad 7 = 32.115 ) puesio que se obtuve un coeficlente
de correlacién mayor a 0.98 y la prueba estadistica de hipbtesis
para la ordenada al origen indica que ésta puede conslderarsc
tgual a cero.

# > 0.08
b = 0

La preclsidn del sistema fut determinada inyectando
por quintuplicado una mezcla de vitaminas con aproximadamente 100
ygs/ml de cianocobalamina, cuyes resultados se muesiran en la tabla

No.4.13.
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38,337 F

Flgura Mo 4.14. Mezcla de vitaminas hidrosolubles. A, niacinamida;
B,  piridoxina: c. riboflavina; D, acide folico, E,

cianocobalamina: F, tiamina. Fase estaclonarla : columna (1Scm X
4.6mm d.i.) empacada con RsiiCisHL, 5 p. Fase movil : A = 20%
metanolitetrahldrofurane (97:3)/80% diselucidn acussa de HCIO4
0.018 v/v, coh octansulfonato de sodle 0.005H y B = 4%%
metanol: tetrahidrofurane (97:3)/ disolucién acuosade HC10s 0,01 M
w/v,, en gradier’ o 4o elucion concavo. Temperatura 28.C. Deteccién
254 nm. Sensibllidad del detector : 0.0t UA/mV, Flujo : 1 al/min.
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Concentraci6n Area
mg/ml Regresién lineal
0.0211 81507 r = 0.9952
___________________ 17782 r =%0. 9504 ‘
0.0421 145377 m = 2914477, 418 & 272042 15
_______________ . _1g0718 b = 27964.2242 * 42837.438
. 0.0851 408726 Prueba de hipotests para b
S J|-..408011
0. 1057 506356 Ho:® =8 yonde b= 0
___________________ agzoa1____ fLebr®
0. 1592 672267 Leate = 1.453
_______ | _smmg ttablas ws2,10 = 2.228
0.3157 1239329 donde o = 0.05
R tecale > tiavias

Tabla No 4.12. Linealidad del sistema en ol analisis de
la cianocobalamina cromatografia de pares de iones. r,
coeficlente de correlacién; m, pendiente, b, ordenada al
origen; Ho, hipotesis nula; Hi, hipélesis alterna; a,

nivel de significancia; t, valor de Student.

Areas
e

_3aTeB1___ D.E. = 8879.475
__.3s7e82 C.V.=2.49 %
..-258978

339757

Tabla No 4. '3, Precision del sistema para el método
de analisis de la clanocobalamina por cromatogra-
fia de pares de iones. x promedio; D.E., desvia

cién estandard; C.V., coefllclente de variaciédn.
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Figura No. 4.15. Linealidad del sistema para ¢l analisis de (a
cianocobalamina por cromatografia de pares de iones. r'= 0.9804; m
= 3914477.418; b = 27954. Fase ecstaclonaria : columna {15cm X

4.6mm d.i.) empacada con RsilCisl., 5 p. Fase mévil : A = 204
metanol:tetrahidrofurano (97:3}/80% disolucion acuosa de HCIOs
0.014 v/v, con oclansulfonato de seodio G.008M y B = 4L

metanol: tetrahidrofurano {87:3)/ disolucidn acuosade HCIC4 0.01 M
v/v., en gradiente de elucidn concuve. Temperatura 28.C. Detecclon
254 nm. Sensibilidad del delector : 0.01 UA/mV. Fludo : ¢ m)/uin,
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El coeficiente de vartacién, aungue es ligeramente
wmayor al 2 X, puede considerarse aceptable, ya que la
clanccobalamina es un componente minoritario que presenta un pico
algo coleada { factor de coleo T = 1.07 )} y con anchura
considerable, ademds de que no presenta el efecto de gradiente
caracteristico de la mayoria de los plcos, en donde éstos no
tienen anchuras dependientes del tiempo de retencion, a diferenciu
de lo que sucede en la elucién isoccratica. También cs importante
lomar en cuenta que en un anallsis cromatografico por pares de

lones, los picos son stempre mids anchos.
2 p

1V.2.2. LINEALIDAD , EXACTITUD Y PRECISION DEL METODO

La linealldad del nétodo se determind adiclonando & una
matriz de vitaminas { sin iz clanocobalamina ), diferentes
concentraciones de cianocobaiamina estandar . Del analisis de cada
disolucistn se obtuvo la concentracién recuperada de
cianocobalamina en base a la curva de calibracion.

El analists de regresion lineal tndicd la relacién
pxistente enire la concentracion adicionada y la concentracién
recuperada. Como puede uvbservarse en la tablo No 4.14 y en la
figura No 4.18 , se presentd una relacién lineal aceptable puesto
que el ceefeiente de correlacién Fue mayor a 88 y se¢ aceptaron
las hipdtesis que establecen que la pendiente puede considererse

lgual a la unidad y la ordenada al origen igual a cero.
2

r- > 98
mx 1
b= 0O

Con el porclente de recobro de cada una de las
disoluciones, que fueron analizadas por triplicada, se determindg
la exactitud del método. Estos calculos tamblén se encuentran cn
la tabla No 4.14 , de donde se observa que el método c¢s exacto,
puesto que se recuperé el 100 %, como lo indlca lu prueba de
hipttesis para la media .
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Conc. adic. Area Conc. recup. % Recobro
mg/ml mg/ml
0.1142 484700 0.1157 97.6812
466851 0.1121 g98. 1622
S a778%__|___ 01149 ___{_.100.5880___
0.2284 923285 0.2287 1001248
206180 0.2244 98.2129
S 93ea7a__| 0.2321 | _101.5981 __
0.2998 1197241 0.2987 936207
1241678 Q.3101 103. 4067
eeemeee-o-) 1268947 | 03164 | 1 105.5255
Regreston lineal para curva conc.adlc. vs conc. recup.
fatos r,= 0.8379
r“= (,9958
m = 1.06485 ¢ 0.0807
b = -8.2i55 X 10 "t 0.0138
Prueba de hipétesis para m :
He : m= & donde § = 1 teale = 1.929
Hi : m=* & trablas /2,7 = 2,365

a = 0.05, tcale < trablas

Prueba de hipdlesis para b ;

Ho: b=§ tcaic = 1.406

donde B = O
Hi : bz B tecale < trablas
Prueba de hipbtesis para la exactitud
Datos : » = 100.5468
D.E = 2.809
_ C.V. = 2.585 %
: = = .5575
He : )f B donde u = 100 tcale 0.557¢
Hi @ x = traviss 0us2,7 = 2.365

Leate < travias

Tabla No 4.14. Linealidad y exactitud del m2todo de

analisir 4e la cianocobalamina per cromatografia de pa-
res de lenes. r, coeficiente de correlacién; m, pendien
te; b, ordenazdz ul origen; N promedio de los porcenta-
jes de recclro,D.E., desvirclén estandard, C.V., coefi-
slente de variacion; He, hipotesis nula; Hi, hipdtesis

alterna; b, valer de Student; «, nivel de significancia.
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Figura No. 4.18. Linealidad del nmétodo de antlisis de Ja
ctanocobalanina por cromato_q‘aﬁa de pares de iones, r“=D.9358; n
=2.1.0495; b = ~8.2155 X 16 . Fase estaclonaria : colummn (iScm X
4.6mm d.1.) ompacada con RsiiCieHL, 3 p. Fase m6vil : A = 20%
metanol: tetrahidrofurans (87:3)/80% disoluct6on acucsa de  HCIOS
0.01M vsv, con oclansulfonato de sodie 0,008 y B = 454
metanol:tetrahidrofurano (97:3)/ disolucion acuecsade HC10s 0.01 H
v/v., en gradiente de elucioén concave. Temperatura 28+C. Deteccion
254 nm, Sepsibilidad del detector : 0.0t UA/mV. Flujo : 1 ml/min.
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Cabe notar que se hicleron pruebas para la
resuperacion con solucliones por abajo del intervalo estudiada. de
aproximadamente 0.0 ng/ml y 0.03 mg/ml y se encontré que de las
primeras se recuperd alrrededor del 55 % y de las segundas
alrrededor dz2l BO %. Estc podria deberse a que la clanocobalaming
en soluciones mas diluldas es Inestable en presencla de g otiras
vitaminas.

La precisién fue cvaluada solamente con L
repetibilidad en los analisis de cada una de 1as mesclas
adiclonadas cen clanccobalamina., Se obtuve un coeficlente do
variacton que puede considerarse aceptable, tomando encuenta lis
caracteristicas del plco de la clanocobalaming, que ya fueron

descritas.
1.V.2.3. CONCEMTRACION MINiMA DETECTABLE

La concentracién minima detectable fue caluuladi o
partir del limite superior del Intervialo de conlluuwn de Ju
ordenada al origen de la curva de concentraclen adiclomuddn v
concentracion recuperada. )

El valor de la ordenadn al origen con su intervialo
de confianza es :

-~ 8.2155 X 10 2 + 0.0138
el limite superior es :
5.6004 ¥ 10 3
En la ecuacion :
y = 10495 x - 8.2155 X 10 2
donde x = concentraclon ndicionadu y y = concentracliéon recupericda
se sustituye en y el valor del limite superior, y se despeju

para obtener la concentracion minima detectable:

3

C.M.D. = x = 5.6004 x 10 3+ 8.2155 ¥ 10 3

1.0485

C.M.D. =0.0132 mg/ml o 13 pgsmi
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Esto indica que se pueden detectar bien las decenas
de micregramos per mililitro.

1V.2.4. ESPECIFICIDAD EN ANALISIS DE ESTABILIDAD

Al hacer ¢l estudio de la especificidad, en los
cromatogramas se observé [ figuras 4.17-4.22 )Jque solo se
obtuvieron productos de degradacion deteclables de la niacinamina,
con un pico en 9,159 minutos, que Interferiria en el analisls de
la piridoxina, y de la riboflavina que es altamente sensible a ia
lyz. De las olras vitaminas no se obtuvieron productos de
degradacién deteclables.

Entonces, este nmétode es  especifice para la
clanocecbalamina, slempre y cuando la riboflavina no este presente,
y para las demas vitaminas se puede decir lo mismo, a excepcison de

ia plridoxina.
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Figura No 4.17. Cianocobalamina después de exposicién a la luz
solar. £ . clanocobalamina. Fase estaclonaria - columna (15cm ¥
4.6mm d.1.) empacada con RsilCisHL, 5 . Fase movil : A = 204
metanol: tetraliidrofurano (97:3)/80% disolucion acuosa de HCICa
0.01M vs/v, con octansulfonato de sodio 0.0054 y B = 45%
metanol: tetrahidrofurano (97:3)/ disolucién acuosade HC104 0.01 M
v/v.,con octansulfonato de sodio 0.005 M en gradiente de elucién
concave., Temperatura 28+C. Deteccion 254 nm. Sensibilidad del
detector : 0.01 Uas/mV. Flujo : 1 al/min.
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Figura No 4.18. Niacinanida desputs de exposicién a la luz solar.
A. nlacinamida. Fase estaclonaria : columna (1Scm X 4.6mn d.1.]

empacada con RsilCiHL, S p. Fase mévil A = 204
netanol: tetrahidrofurano (97:3)/80% disolucién acuosa de HCIOs
0.01M v/v. con octansulfonato de sodio 0.0054 y B = 454

metanol:tetr.. *Jiafurans (87:3)/ disolucién acuosade HCIO4 0.01 M
w/v.  con octarsulfonato de sodio 0.G0% M gradicnte de elucién
csncavo.  Temperatura 28:C. Deteccién 254 am. Sensiblliidad del
detegtor © 0.01 Ua/mV. Fiujo @ 1 al/min.

87



WER DO e Y BRENK

K

AUNE® 5aiS . ek
fmEl - oTE

1996 15112048

=) Kl

Flgura No 4.138. Piridozina después de exposicién a la fuz solar.
B. plridoxina. Fase estaclonaria : columna (1Scm X 4.6mm d.1.)
empacada con RsiiCigfil, 6 . Fagse mdvil : A = 204
petanol:tetrahidrofurano (97:3}/80%4 disclucidn acuosa de HCIO«
0.01H v/v, con octansulfonatc de sodlo 0.005 M y B = 454
metanol:tetrahidrofurano (97:3}/ disolucién scuosade HCIO« 0.01 H
v/v. con octunsulfonalo de sodio 0.008 1. en gradiente de elucién
céncave. Temperatura 28.C. Deleccion 264 nm. Sepsibilidad del
detector : 0.01 UA/mY. Fluje : 1 misain.
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Figura Ho 4.20 . Riboflavina despuss de expostcion a la lux solar.
. riboflavina. Fase estaclonaria : columna {1Scm X 4.6mm d.1.}

empacada  con  RsilCisHl, S p. Fase wmovil : & = 20%
melenol: tetro . trofurane {87:3)/80% disolucién acuosa de HCI0s
0.0t v.v, ccocn octansulfonato de sodio 0.008 ¥ y B = 45%

metancl: tetrahidrofurane {97:3)/ diseluclén acuosade HCIO& 0.01 M
v/, con octansulfonale de sodic 0.005 M. en gradiente d¢ cluctén
céncave. Temperatura 2B<C. Deteccidn 254 nm. Sensibilidad del
detecter @ G.01 UA/aY. Flujo : 1 mi/min.
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Figura No 4.21. Acldo folico después de exposicién a la luz solar
D. dcido rélice. Fase estactonaria ; columna (15cm X 4.6mm d. 1. )
eppacada con  Hsl1CisHL, 5§ u. fase movil = A = 20%
metannl:tetrahidrofuranc 197:31/80% disoluclién acuosa de HCIO4
0.014 vrsv, con octansulfonato de sodio 6.005 M y B = 45%
metanol:tetrahidrofurano (97:3)/ disclucion acuosade BCIO4 0.01 M
v/v, con cctunsulfopato de sadio 0.005 M. en gradtente de efuctén
coéncavo. Temperatura 28+C. Detececion 258 nm. Seasibllidad del
detector : 0.01 UA/mV. Flujo : 1 ml/nin
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Figura Ho 4.22 . Tienina después de cxposicitn a la luz solar. F,
tlamina. Fase estacionaria : columna (15cm X 4.6mm d.1.) empucada
con RsilCisHl, 5 u. Fase mdvil : A = 20%4 metanol:tetrahidrofurano
(97:3)/80%  disolucién acuesa de HCIO4  0.01M /v, con
octansuifonato de sodio 0.005 M y B = 45% melunol:tetrahidrofuranc
(97:3)/ disoluclén acuosade HCIO4 0.01 M w/v. cun octansulfonato
de sodio £.005 M. en gradiente de elucién codHncavo. Temperatura
28-C. Detecclién 254 nm. Sensibilidad del detector : 0.01 UA/mY
Flujo : 1 mi/min.
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V. CONCLUSIONES

Se desarrollé metodologia analitica ewacta, precisz
y lineal para 1la determlpacién de la clanocobalamina en
preparaciones polivitaminicas por cromatografia de liquidos de
alta resoluclén

El método por cromatografia en fase inversa,
exclusive para la clanocobalanina, puede ser utilizado para hacer
un analisis muy rapido y sencillo de 6ésta, puesto que las
condiclones de trabajo son muy simples. es declr, se realiza con
eluclén isocratica y con una longitud de onda fija para la
detecclion.

El método por cromatografia de pares de lones puede
utilizarse para el analisis simultineo de todas las vitaminas
estudiadas. ©Este se realiza con un gradiente de elucién
relativamente sencillo ( de forma céncava ) y con programacién de
la longitud de onda para la deteccién, que resuelve el problema de
las diferencias en concentraciones tan marcadas entre las
vitaminas.

Como se estudid al desarrellar el nétodo por
cromatografia en fase inversa, es estrictamente necesario
controlar la temperatura y la composicién de la fase movil para
tener buena reproducibilidad en el andlisis. Para el método por
cromatografia de pares de jones, aunque no se hizo un estudio
completo como en el caso anterlor, también se observe la
dependencia de la clanocobalamina de los parametros mencicnados.

Con los métodos aqui desarrollados se puede
cuantificar perfectamente a la clanocobalamina en soluclones que
contengan del orden de 100 pg/ml. En caso de que se quisieran
hacer cuantificacliones en preparaciones con concentraciones aun
menores, los aétodos pueden ser optimizados y evaluados con una

sensibilidad del detector mayor.
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Es importante notar que la precisién de los métodos
puerde ser aumentada al utilizar columnas de mayor eficiencia, ya
que 2l presentarse los picos mds delgados la variacién en la
integracién de los mismos es menor.

Los métodos no resultaron ser especificos para las
condiclones de degradaclén a que fueron sometidas las vitaminas,
por lo gue éstos no pueden usarse para estudios de estabilidad; en
cambio, para el anilisis de control de calidad s} son adecuados,
ya que estas condiciones tan severas de degradacién, no son
representativas de lag condiciones comunes de almacenamlento de
estos productos.

Los métodos pueden utilizarse confiablemente para
el analisis de materia prima, y aunque fueron probados, el primero
con una scla marca de comprimidos, y el segundo, con una mezcla en
disolueién acuosa, representan un buen avance para la optimizacion
y wvalidacién de metodologia para diferentes productos con
vitaminas hidrosolubles.

Sin dejar de considerar que el analtsis de cada
formulacién es especial, la metodologia analitica aqui
desarreollada pretende contribulr al analisis general de las
preparaciones polivitaminicas por cromatografia de liquldos de

alta resolucién.
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VII. APENDICE

REGRESION LINEAL.

Pendiente:

N{Zw)-{Ix¥Lv¥)

n(g) - (D)

Ordenada al origen :

Ly-m{Ex]}

N

Coeficiente de gorrelacion

(v (zw)- 230z )

2 .
o=

(ve)- (@) [n (o) - (59

donde :
N = ntmero total de datos
» = vartable independlente
y = variable independiente
x = sumatoria de los valores de x

sumatoria de los valores de y

-1~
«<
L

I x"= supatoria de cada uno de los valores de x elevados
al cuadrado

L v'= sumatoria de cada uno de los valores de y elevades
al cuadrado.

m = pendiente

b = ordenada al origen



PRUEBAS DE HIPOTESIS.

2 - ((5)(Ew ) (030w ]

MCE =

Pendlente :

t calculada =

Intervalo de conflanza :

1/2
m * t tablas w2, N-2 HCE
Sxx
Ordenada al origen :
t calculada = b -0
172

2

we [ L« XD

N Sxx



Interviilo de conflanza : |

172

1 (x)?
b % t tablas w2, H-2 MCE +
N Sxx

" Intervalo de conflanza para un valor ajustado

N Sxx

v -2
¥i % tiablas a/z,n-2 MCE[ 1, (x-x) ]

Exactitud al 100 % :

L calculada = pro¥. del % rec. - 1

Estabilidad de la muestra :

S/1enoM - 1
t calculada =

D.E

(N )1/2
donde :
MCE = media cuadrada del error
Sxx = suma de cuadrados corregida de x
t = valor de student
% = promedio de los valores de x

PROM = PROHEDIQ

S/ierod = promedio de los valores del coclente:

concentraclon después de 24 hrs / concentraclén inicial

DE = desviaclon estandard
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ANALISIS DE VARIANZA.
Calculo de la tabla de ANADEVA.
Con el modelo : yisx = g + i + Bj)) + € x{1))
donde :
# = media general
at = Efecto del analista. Representado por valores de a = 2
fit1)= Efecto del dia anidado en el analista. Representado
por valores de b = 2.
k(1)) = Error experimental. Representado por valores de r =
3.
Matriz de tratamientos :

ANALISTA

Tabla de ANADEVA

fuente grados suma media F
variacién libertad de cuadrados de cuadrados calculada
F.V, G.L. S.C. M.C.
5 2 2
at a-1 ¥ yis.  _ oyt SCo/Cla MCa/MCR
1=1
br abr

a b 2 2
Byt (b-1)a T T vy _Lwin SCB/GLR HMCR/MCE
121 j=1 me—

r br

a b r 2 2
exlyyy  (r-1Jab  § § ¥ viix" - L yige
1sljs1k=1 -—

r

100



donde :
v = y11%e y112%+ y113% yan?e ya122e yo1a2e
2 2 2 2 2 2
y1217+ 1227+ y1237+ y221%+ y222%+ y223
2. 2 2
yi). —_(Vylll + yl12 + yii3 1%+ [ y211 + y212 + y213 )° +
(it + 122 + 9123 )% (y221 + y202 + y223 P

yi.2 = (Y111 + y112 + Y113 4 yi21 + y122 + y123 ) %
(y211 + y212 + y213 + y221 + y222 + y223 )2

... yl1l + y112 + y113 + y211 + y212 + y213 +
yi21 + y122 + y123 + y221 + y222 + y223

SENSITIVIDAD.

E.S.

donde E.S. es el error estandard de la regresion,

ERROR ESTANDARD DE LA REGRESION.

. 172
Lly-y) 2

E.S.

n

N-2

donde ; es un valor ajustado.
FACTOR DE COLEOC.

W 0.08

2f

donde :
w 0.05 = distancia de la base del pico tomada al 5 % de su
altura,
f = distencia del plco, desde su lado izquierdo hasta la
linea vertical que parte desde el maximo del pico, tomada al

5 % de su altura.
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