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J. INTRODUCCION 

Las vi laminas son compuestos orgánicos que se 

requieren para el creclmlenlo, desarrollo ':I metabolismo normal de 

los animales, incluyendo al hombre. Es esencial que las vitaminas 

se encuentren presentes en la dieta allmentlcla, ya que no pueden 

ser sintetizadas completamente en los tejidos o, al menos, no en 

una velocidad adecuada. 

Las vl laminas del complejo B, claslflcadas como 

vitaminas hldrosolubles, son un grupo complejo de sustancias cuyas 

estructuras qulmicas no estan relacionadas entre si; Incluyen u la 

tlamlna ( B6 ), la riboflavlna ( 82 ), la pirldoxina ( RS 1, la 

cianocobalamlna ( 812 ) y coenzlmas como la nlaclnamlda, In 

biolina, el ácldo fóllco y el acldo pantoténico. 

La determinación analitlca de c~las vitaminas r.s 

muy importante para la Industria farmncóullra y ;.iJlmrn!;wi;1. ílt' 

hecho, existe 

cuantlflcaclón 

bastante 

individual, 

flsico-quimlcns y blológír-os. 

i nformac lón 

ut i I 1 zando 

re l ac i onadü con su 

di fcr·cntc-s método~• 

En lo que se refiere :i la ci<.t.noc:oLalamlna, :;u 

dctc:rminación en presencia de otrc1s vilamin;.ts por µroct·dlmiento~, 

flslco-qui1nlcos C!i muy difícl 1 debido a la!> concentraciones 

cxcpclonalmentc bajas, comparadas con la~ démas, t:n qur eüla st: 

encuentra en las diferentes preparaciones comr~rcialcs. en 

consecuencia, este tipo de métodos puede apl lcarsP- l1~:~ ... :~menl.c a 

preparaciones relaliva.11ente conr.enlradas de ci rnocoh:ilandna, 

siempre que sea posible r.vitar al máximo las i11t.er·frn-1·1wi<.t.S 

El método fisico-quimlr.:o m:'.ls importnnte empleado 

para la determinación de la danocúbalamina, esta basado en la 

medida de la absorción de la luz por disoluciones acuo~as de lci 

propia vitamina. Este método cspcctrofotomélrlco, que es uno de 

los procedimientos documentados en la Far·mac.:opcu f·fr•zlcam1 y en la 

U.S.P. XXI para materin prima y Cf.lnccntrados íny1·d;";1;ti!c::. 

const 1 tu idos solamente de cianocob~lamim1 l ,?. 1, no es 



especifico y por lo tanto puede dar lugar a errores serios cuando 

en una muestra problema se encuentran compuestos p. ej. 

productos de degradación ) que pres~nten absor·bancia je la luz r1 

la longitud de onda seleccionodéi.. Otro proccdim\(~nttl :...:,1 

documentado es el método microbiológico, en el cual se utiiiznr. 

m\croorganlsmos cuyo crecimiento es promovido por la vi lamina B12. 

Este anal lsis, como todos los de su t lpo, es sumamente cspcc1 fico 

y sensible puesto que pernoite detectar cantidades de orden de los 

mi 1 \gramos o mi 11microgramos, sir. embargo es ur. método ;nuy 

labor loso, lento y poco reproducl blr.-

La cromatograf\a de liquidas de alta 1~esolucion 

(CLAR) parecu ser una alternatlva interesante de ar.ti.lisis, pués 

J"!rm\le conjugar a la vez ca.racterisUcas de especificidad a 

lraves de la separación de los componente~ de ln muestra, 

senslbl 1 ldad, rápldez y preclslón. Es por esta razón que se estan 

realizando cada vez más cst.udlos comparat\·1os entre los anallsis 

microblol6g\cos y los an~l lsls por· CLAR pa1·u vltarr.lnas, en donde 

los rcsul lados han mostrado que 105 método~ crornaloer:J.ficos 

aventajan a los mlcroblolóp,lcos 

Entre las d\versas técnicas de la cromalografia dt? 

l lquidos, las mas apropiadas para el :rnál lsis de compuestos c;:.mo 

las vitaminas son: la cromatografia en fase inversa sir..ple y la 

cromatografía en fase inversa con formación de pares de iones. 

Se han reportado trabajos sobre la dctcrmlnaclón de 

las v\taml nas hidrosolubles en preparaciones pol l vi t.aminlcas 

uU l lzando las técnicas anteriormente mencionadas. Los métodos 

dcsarrol lados por este medio son rápidos, exactos y reproducibles, 

sin enbargo, en algunos de ellos las condlc\ones conslderad<is en 

relaclón a la clanocobalamina no son claras como p. ej. 

concentracl6n, recuperacton ) 'I en otros ni siqu\cra se incluye, 

ya que debido a su baja concentración resulta dificil de analizar. 
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El presente trabajo pretende contribuir al estudio 

de las condiciones adecuadas para el análisis de las vitaminas del 

complejo B '/ al establecimiento de metodologla analltlca confiable 

Y ni.pida para el análisis rutinario de la clanocobalamlna en 

preparaciones farmacéuticas de pollvitaalnlcos. Para esto se 

cumpl Irán los siguientes objetivos: 

1) Desarrollar un método para resolver Unlcamentc a la 

clanocobalamlna del conjunto de las otras vltaalnas del complejo B 

que usualmente la acompañan en las preparaciones fnrmacéut leas. 

2) Desarrollar un método que pcr•lta resolver a la mayor 

parle de las vlla•lnas del complejo B en una sola corrida. 

La final ldad del primer objetivo es Ja de lograr un 

anallsls rápido y sencillo, exclusivamente para Ja 

clanocobalamlna. Se utl !Izará. la cromatografiade liquidas con fase 

Inversa . La finalidad del segundo objetivo es la de proponer 

condiciones óptimas para la realización del anallsls de cada una 

de las vitaminas. Se utilizará la cromalograf1a de llquldos con 

formación de pares de iones. 

A cada uno de los métodos se le determinara la 

lineal!dad, exactitud, precisión y especificidad en relación a la 

clanocobalamlna. 
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II. G E N E R A L I D A D E S 

I 1 • 1 • LAS VITAMINAS Hl DROSOLUBf,ES. 

El grupo de las vi laminas hldrosolubles esta 

formado por los miembros del complejo B y el acldo ascórblco. 

Las vi laminas del complejo B comprenden a una serie 

de compuestos que difieren notablemente en su estruclura quimica y 

en su acción blológlca. La razon por la que son agrupadas en una 

sola clase se debe a sus fuentes de aislamiento original, 

particularmente el hígado y :a levadura. Puesto que se encuentran 

dlstribuldas similarmente en \os al lmenlos, existe una tcnd~ncl~ a 

admln1st.rar de manera conjlln'~a las vitaminas del complejo B en 

pacientes con deflc1enclas dletet1cas. 

Dentro de este grupo se encuentran Ja tlamlna (81), 

la rlboflavlna (82), la plrldoxina (86), la cianocobalamina (812), 

el acido fólico y la niacinamida; vitamln"-5 utilizadas en el 

presente trabajo, por lo que a cont inuaclón ( a excepción de la 

cianncobalamlna que se describirá con mayor detalle } se hará una 

breve revisión de cada una de ellas que inclu:,:e las diferentes 

formas farmacéuticas en que se encuentran y los correspondientes 

métodos oflclaies de anallsls ( 1 2, 36, 37 ). 

TI amina. 

ident i flcado 

Fué el primer miembro del comp 1 ejo B en ser 

Su ausencia en el organismo produce una fo1·ma de 

po 1 i neuritis 11 wnada ber l ber l. 

La tiamina es una molécula que contiene un núcleo 

de plrlmldina y uno de tlazol. Funclona en el organismo como la 

coenzima ti?.m!na pirofosfato ( TPP ). 

Esta vltamina puede prescribirse ya sea como 

vi laminn pura, en mezclas de vi laminas o en concentrados. Las 

tabletas generalmente contienen entre 5 y 500 mg, los inyectables 

entre 50 y 100 mg/ml y también esta disponible un el lxlr que 



contiene 2. 25 mg/ml. Los métodos oficiales para el anal!sls, ya 

~ea de la t la.mina o del mononi trato, en sus diferentes formas 

fan11acéuli.cas incluyendo a la materia prima. se llevan a cabo por 

fluorometria después de tratamiento con un agente oxidante. 

Rlboflavlna. 

Las funclones fisiológicas de la rlboflavlna se 

real Izan en Ja for111a de dos coenzlmas de las flavoprotelnas 

respiratorias llamadas flavln lll0nonucle6tldo ( FHN ) y flavln 

adcnin-dlnulcótldo ( FAD ); estas llenen una participación activa 

en el metabol lsr110. 

La rlboflavina se encuentra disponible en tabletas 

con concentra.clones de 5 a 50 mg y en inyectables cou 

concentraciones entre 5 a 50 rng/ml; puede encontrarse sola o 

combinada con otras vitaminas. Los métodos oficiales de anal !sls, 

tanto para la rlbof!avlna como para el fosfato ~n sus diferentes 

formas farmac6utlcas, se real lzan también por fluoromclria. 

Plrldoxlna. 

Existen tres compuestos naturales { plridoxina, 

plrldoY.a! y plrldoxamlna ) que poseen las mismas propiedades 

biológicas, por lo que todas ellas son asignadas como vitamina 86 

o plrldoxlna. estos C<Jmpuestos difieren por el tipo de 

SlJstlluj-'ente del atomo de ca.rbono en la posición 4 de un núcleo de 

plrldlna : la p!rldoxlna es <>l alcohol primario, el p!rldoxal es 

el aldchido y la plrldoxamlna contiene un grupo amlnomct! l. Los 

tres compuestos mene lona.dos son transfortrk'ldos en e 1 organismo a 

p\rldoxa.l fosfato, la forma activa que Ucnc un papel muy 

Importante en una amplia variedad de transformaciones metaból lca". 

La plrldoxina se encuentra disponible en tabletas 

de 5 a 500 mg y en Inyectables de 5 a 100 mg/ml, sola o combinada 

con otras vi laminas. El anáJ isls oficial de estas diferentes 

formas farmacéuticas se encuentra documentado por cromatografiu de 

llquldos de alta resolución ( CLAR l. con ayuda de un estándar 

interno ( el acldo p-hldroxlbenzotco ). 
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Acldo f6llco. 

La mayor parte de la molécula dct ácido fól i('t., <J 

ácido pteroylglutámlco, esta formada por un anl l lo pterldina un!oc 

por medio de un puente metlleno al acido p-aminol>?nzoico, el cual 

esta unido por un enlace amida al ácido clutám!co. El ácido 

pteroylglutMl1co es la forma farmacéutica cor.:ún, aunque no es ;:l 

prlnctpaJ folato encontrado en alimentos ni es la coenzlma activa 

en el metabolismo intercelular; pero al entrar a! organismo ei 

ácido pteroylglutámlco es transformado 

El acldo f61 leo es e;..pedido en preparaciones orales 

soJo o en comblnaclón con otras vitaminas y minerales y tambien en 

\nyeclab!es '!O solución acuosa. Las tabletas de actdo fól\co solo, 

general~''nte contienen 0.1, 0.25, 0.4, 0.8 O mg '/ en 

comblnac\ón, ya sean tabletas o cápsulas, conllen.on de 100 µg a l 

mg; los Inyectables a!rrededor de 5 mg/ml. Los métodos of!clalcs 

de anál lsls, para cualquiera d·~ estas formas, se real izan por 

ClAR. 

Nlac!namlda. 

L&. nlacinamiti~ ta::'tl:;ién i lamada nicotlnrunida o amida 

del ácido nicoUnico participa en las reacciones biológicas de 

oxido-reducción como nlcotlnamida adenln-dlnucleótldo ( NAD ) o 

n!cotlnamida adenln-dinucle6tldo fosfato ( NADP ) 

La n1acinam1da se puede encontrar comcrcin.lmf?nle en 

tabletas con las siguientes cantidades: 25, 50, 100 y 500 rng, 

también en Inyectables en solución acuosa <Je 50 a 100 mg/ml. El 

método oficial de anál isls para tabletas e Inyectables que 

contengan ún~camentc nlaclnamida, es el espectrofotométrlco, y en 

mezclas se utl l Jza el método m!croblológlco. Para el anal lsls de 

materia prlma se reporta la cromatografia l iqulda de al ta 

resolución. 
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II.2. LA VITAMINA 812. 

1 l. 2. J. CARACTERI STJ CAS GENERALES. ( 3, 4 ) 

La vitamina B12 fué aislada por primera vez en 

forma cristal lna de las fracciones del hlgado e lnmediatarnente 

demostró ser especifica para el tratamiento de la anemia 

perniciosa. El hlgado continua siendo una fuente dlétetlca 

Importante de vitamina B12, pero los extractos de hlgado ya no son 

muy utl llzados tcrápeutlcamente debido a que existe una 

disponibilidad rápida de las formas cristalinas de la vitamina por 

otros medios. 

Esta vitamina es esencial para el buen 

funcionamiento de las células de la médula ósea, el sistema 

nervioso y el tracto gastrointestinal. Interviene principalmente 

en la formación norrnaJ de los elementos sanguíneos. 

El requerimiento humano dlarlo aJ lmentlcio de la 

vl tamlna esta en el rango de O. 5 a 3 µg. una vez Ingerida la 

clanocoba.iamina se une al factor lntr·lnseco y a olras prolclnas 

que se encuentran en los jugos gñstricos e inlc.:stlna.les. En ~l 

Intestino delgado a un pH neutro y en presencia de calcio, el 

complejo vitamina Bl2-factor lntrlnseco es unido a una prolelna 

membrana! y una vez en la. sangre es transportada a los tejidos 

unida a otras proteinas llamadas transcobalamlnas. La 

transferencia al lnlerlor de la célula requiere de una fuerza 

m0tora protónica y, tal vez, de una acarreador adicional. 

En la anemia perniclosa la vitar.tina no os absar·bido 

oralmente en C'1ntldadcs adectJadas, a menos que se a.dminislrc con 

el factor lntrinscco o en cantidades del orden de los mil lgramos 

(relativamente elevadas). Sin embargo, Ja adrn!nlstraclón 

parenternl es utilizada mas umpl lamente. 
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11. 2. 2. PREPARACIONES, OOS!f!CAC!ON Y RUTAS DE ADHINISTRAC!OtL 

( 1,2, 36, 37 ) 

La vitamina 812 esta disponible en forma pura para 

adm1nlstracl6n oral o parenteral, y en combl nación con otras 

vitaminas y minerales para administración oral. La elección de la 

preparación debe h::icerse siempre a partir del reconoclmiento de lu 

causa de la deficiencia. Las preparaciones orales pueden 

utll Izarse como complemento dietético para prevenir la 

deflclencla de esta vltamtna, pcrc.., tienen poco valor en el 

tratamiento de pacientes con deficiencia del factor lntrlnseco, 

donde se admln1stra lntramuscularmente. 

La c\anocobalarnlna puede encontrarse en inyectables 

que contienen 30, 100 hasta 1000 µg/ml. Existen ademas 

preparaciones polivltamlnlcas que contienen entre 5 y 1000 µg, con 

o sin el factor lntrlnseco. 

Las preparac i enes puri f \cadas del factor i nt r i nsr:co 

{ f. l } se estandarizan de acuerdo a su capacidad para promover la 

absorción de la v\tarnina Bl2 en los pacientes con anemia 

perniciosa, asi una unidad oral de f. L se define como la cantidad 

de material que puede unlr ':/ transportar 15 µg de clanocobaiamina. 

La mayorla de las preparaciones de vi lamina 812, combinadas con el 

factor lntrlnseco, contienen O. 5 unidades orales por tableta. 

1 l. 2. 3. ESTROCTURA DE LA CI ANOCOBALAM!NA. ( 5 ) 

La clanocobalamlna Cs3HssCoth<0!4P l. es un 

compuesto de peso molecular igual a 1355.40 que contlene caballo 

trlvalente con número de coordinación de 6. Esta formada por dos 

sistemas heterocicl\cos: un núcleo corrlnoldc y un benclmidazol 

"'(ver figura No 2.1 ). El núcleo corrlnolde es un núcleo 

porflrinico c.~<Jiflcado parecido al de la hemoglobina, que contiene 

cuatro anl l los del tipo pirról lco, pero que dli'lere en que cada 

par de anillos esta unido directamente en vez de por un puente 

meleno: en coordinación a los 4 nilr6genos internos se encuer.lr-a 
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el átomo de cobalto que a la vez tiene un grupo clano unido. El 

segundo sistema es una rlbonucle6t!do que es excepcional por 

contener como base a un 5-6-dlmetllbencimldazol en una unusual 

unión cx-N-gl!cosll con una D-rlbosa la mayorla de los 

nucleótldos presentan uniones 11 ). Este rlbonucleótldo está unido 

al corrinolde por un enlace de coordlnactón entre uno de sus 

átomos de nitrógeno y el áto1110 de coba! to, además de un en! ace 

ester entre el grupo 3-fosfato del rlbonucle6tldo y una cadena 

lateral del anillo corrlnolde. 

Actualmente se conocen como cobaaldas a una serle 

de compuestos con actividad de vltulna 812. Las cobru!ildas se 

distinguen por el grupo coordinado al cobalto y las más comunmente 

utilizadas en productos farmacéuticos son la clanocoba.Jaminu y Ja 

hldroxocobal ami na. 

Figura No 2.1. Estructura de la cianocob&.lamina. El núcleo 
corr1no1de se muestra m~ oscuro. ( 3 } 

9 



1l.2. 4 PROPIEDADES GENERALES DE LA CIANDCOBALAHillA. 

Descripción. ( 1.6 

La clanocobalamlna es un polvo cristal lno de color 

rojo Intenso, libre de olores cuya forma anhidra es muy 

higroscópica. 

Velocidad de disolución lntrlnseca. ( 3 ) 

La velocidad de disolución lntrlnseca fué 

determl nada después de compresión bajo 1500 PSIG utl 11 zar.do moldes 

en forma de disco de 3/8" de diámetro. El area superficial fué 

O. 713 cm2 . En un 11 tro de agua a temperatura ambiente, agitando a 

una velocidad de 50 r.p.m.,la velocidad de dlsaluc10n lnlrinseca 

de la clanocobalamlna es O. 275 mg 
-1 

mln 
2 

cm , utl 11 zando 

especlrofotometria ultravioleta a 361 nm. 

Solubllldad.( l,2,3 ) 

Ut! ! Izando las dellniciones de la U. S. P., se t leroe 

la siguiente l lsta: 

SOLVEllTE 

Agua 
HCl 0.1 M 
NaOH O. IH 
Acetona 
Acetonl tri lo 
Acetonl tri lo: Agua 
Cloroforr.io 
DI met l lsulfoxldo 
Etanol 
Eter eti ! leo 
Hexanos 
Metano! 
Metano!: Agua 
n-Octanol 
Propl len-gl leo! 

¡() 

SOLUBl LlOAD 

l lgeramente soluble 
ligeramente soluble 
poco 1 !geramente soluble 
poco ligeramente soluble 
poco 1 igeramente sol u ble 
l lgeramente soluble 
prácticamente insoluble 
l lgeramente soluble 
ligeramente soluble 
l lgeramente soluble 
poco l lgeramente soluble 
l lgeramente soluble 
l lgeramente soluble 
prácticamente Insoluble 
prácticamente Insoluble 



Coef1clentes de partición.( 3 ) 

Se han determinado los coeficientes de partición a 

22• C hexano/agua. que es de O. 087 y cloroformo/agua que es de 

O. 023, a 21•C fcnol/agua [ pH 6. 2 J que es de 0.055 y a 22•C para 

butanol/agua (pH 6 ) que es de 0.045, utilizando una longitud de 

onda de 361nm. 

Slntesls, bloslntesls lf producción comercial. [ 3 l 

La slntesls de la clanocobalamlna realizada por 

R. B. \.loodward y A. Eschenmoser, ul 11 lza como compuesto base a la 

¡1-corrnosteronn. lf se lleva a cabo en 37 pasos, obteniéndose 

flnalmente una mezcla de 9 dlsterotsómeros. 

La blosínlesis comienza con el nci<lo 

ó-amino-lcvulínlco, que ~s también un precursor de las pcwflrlnns, 

clorofilas, he1110s y cltocromos ( complejos melállcos blológlcos 

involucrados en las reacciones de o>:ido-rcducclón l y a travCs de 

una serie de pasos enzlmaUcos se obtiene el ñ.cido coblrtnlco, 

precursor blóloglco de la cianocobalamlna que esta muy 1·claclonado 

con el ácido cobirlco, el cual a su vez es un int.ermediar1o clave 

en la slntesls qulmlca de la vitamina 812. 

La cianocobalamina comercial es producida por un 

gran numero de diversos microorganismos como Streptomyces grlseus 

y Propionibacter ium shermani iC 8 ) . 

f:slabl l ldad. ( 3, 6 

Los cristales hidratados son estables al aire pero 

fotosensibles. Las soluciones acuosas presentan cstabllldad máxima 

en un pH de 4.5 a 5 e incluso pueden someterse al autoclave a 

120•C durante 20 J01nutos. Las soluciones acuosas se descomponen en 

presencia de acacia, aldchJdos, ácido ascórbico, gluconato fB1-roso 

y sulfato ferroso. La adición de ácido a la clanocobalaml11a causa 

hldról lsls de los grupos amida lf el nucleótldo, mientras que la 

adlclón de base O. l M a !OO•C du..ante 10 minutos en al re, origina 

la pérdida de actividad biológica, aunque muchas de sus 

propiedades flslcas no cambian. Pierde su actlvldad en presencia 

de e lortc trae 1e1 1 na. oet 11 para be no y 
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fenlldlmetllp!razolonemctilamir.ometano de sodio. Los sabo:··!z;.,r,te" 

inducen la Inestabilidad y en las formulaciones de vital'l1n~s se l"'.io!.. 

encontrado que la tlamina inactiva a la cianocobalamlna 'J el t.~:,!:· 

asc6rb1co la desestabi 11 za especialmente si se encuentran 

presentes metales como cobre. manganeso y mol lbdeno. También se ha 

reportado lncst.ab1l 1dad en presencia de ni;:i.cinamida. Se han 

encontrado pérdidas significativas en cápsulas, lablelas ;· 

l iquldos después de un año de almacenamiento a temperatura 

ambiente. La presencia de agentes reductores, aún en cantidades 

traza, Introducidos en los exc 1 pi entes pueden reducir 

slgnlflcatlvaioente la potencia de la vitamina. 

Las soluciones de clanocobalamlna se establ ! Izan por la 

adlcl6n de sulfato de amonio, antlo:.:idantes ll agentes quelantes, 

como el acldo el trice, la clstelna, el dlcloroacetalo de 

dilsopropll amonio, las sales de fierro, el gluconato y el 

lactato. Los extractos de hlgado se han establllzado con blsulfito 

y ciLJ.r,ida d~ polasio. La vi lamina 812 es comunmente cstabj l izada 

antes de las formulaciones en product.os vitar.iin1cos minerales. 

Pruebas de ldenlldad. ( 1,2,3 J 

Se utilizan métodos de fusión de la cianocobalamina 

con el plrosulfato de polaslo y reacción con una solución de una 

sal R nitrosa; también se utiliza la digestión y adición con 

cianato de acetoamonlo seguida de una reacción con ácido 

hlpofosforoso, la destilación y adición de una soluclón de sulfato 

de amonlo ferroso. Todas estas pruebas producen colores muy 

fuertes. 

Espectro de absorción. ( 1. 2, 3, 6 ) 

La flgura 2. 2, muestra el espectro de absorción de 

Ja clanocobalamina . Este es~ctro l lustra las bandas clásicas a, 

~ y 1 caract~1·:,,llcas de las porflr\nas y las clorofilas. El 

espectro varía con el d\solvente, el pH, la temperatura '/ los 

cambies en el estado de oxidacion del mela! central, generalmente 

conservando eJ mlsmo patrón en los máximos de absorción. 
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El espectro en agua presenta máximos de absorc16n a 

278 nm t 1 nm, a 361 nin y a 550 ± 2nm. La re 1 ac l ón A3SI/ A27B es de 

l. 70 a 1. 90 y la relación AJtll/Asso es de 3. 15 a 3. 40. 

y 

~ 

·~ °" 
~ -= ... o.~ 

~ 

"' 02 ,Q 
~ 

01 

o 
250 350 

Ftgura 2. 2. Espectro de absorción de la clanocohalamina en el ano l. 
29B•K{-)y77•K( J.(3) 
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Métodos de análisis ( 1, 2, 3 ) 

Se han reportado una gran variedad de métodos para 

el análisis de la clanocobalamlna, como por ~j~mplo la absorción 

atómica en donde el cobalto lnorgánlco es utilizado como estil.ndar, 

las titulaciones lodométrlcas y con HCIO• en ácido acético 

glacial, la electroforesis, la polarografía, los radioensayos 

etc., pero los más ampl lamente usados y que es tan documentados 

oficialmente son el método cspectrofotométrlco y el método 

microbiológico. 

El primero esta basado en la comparación de la 

absorbancla de una muestra en aglla con la absorbancia de un 

estándar en el má.Xlmo de absorción del espectro de la 

ciar.ocobalamlna, a 361 nm. Como ya se había mencionado en la 

Introducción, la desventaja de este método es la falta de 

especificidad, por lo que solamente es aplicable a preparacion~s 

que no contengan sustancias lnlerferentes. El segundo, bas:1do tn 

el crcclrr.icnlo de ciertcs microorganisr.ios, promovido por ia 

vi tamlna 812, es considerado como un melodo senslble y específico, 

pero como todos los métodos microbiológicos, para real izarlo se 

requiere de mucho tiempo y meticulosidad ::idcmás :-io es muy 

reproducible debido a la varlabl l !dad de las cepas de 

microorganismos. 

Recientemente, para el análisis de una grao 

variedad de medicamentos, se ha enfocado la atención hacin los 

métodos cromatográficos, cons i dcrando su gran rapidez, 

sensibilidad y poder de resolución, además de la facilidad de 

automal\zarlos en los analisis de rutina. Se h!l. hecho énfasis 

especialmente en la cromatografla de liquidas de alta resolución ( 

C. L. A. R. ) , que además presenta la 'enlaja de perml lir el anál lsls 

directo de compuestos poco 'Jolátlles o lermo13.biles como lo son la 

mayoria de los productos farmacéuticos, incluyendo a las 

vitaminas. 
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Dedldo a que la C. L. A. R. es la técnica de anál \sis 

utilizada en esle trabajo, a continuación se presenta unu breve 

déscripción de algunos aspectos tcOrlcos fundamentales de ésta, 

relacionados con la presente lnvest!gaclón. { B - 16 ). 

I l. 3. ASPECTOS fUNDAl!ENT Al.ES DE LA CROMA TOGRAFI A DE LI QUI DOS. 

11. 3. 1. INTRODUCCIOU. 

La cromatografla es una técnica que perm1 te 

sepilrar, cuanttflcar y cventualmcnlc aislar Jos componentes de una 

mezcla de compuestos químicos. Eslo~ compuestos se dl~lribuycn 

cnt.re dos fases, una estacionarla y otra móvl l, de tal forma que 

cada uno de ellos migra a una velocidad particular a través del 

sistema cromatográftco. La separación esta entonces basada en las 

diferencias en la dlstribucion do los cumpunenles dt~ la muestra 

entre las dos fases. 

La separación se lleva a cabo en una columna 

tubular rellena de un so!Jdu poroso flname11le divicliJo, el cuaJ 

puede actuar directamente como fase estacionarla o como soporte 

para una fase estacionarla líquida, También se puede cfccluar 

utilizando como fase estncionaria papel filtro o un sol ido 

finamente dividido colocado en forma de capa flnn sobre una placa 

de vidrio. 

En la cromntogr·afilf1 en columna, la fase m6vU 

puede ser un liquido 6 un eas, y según el caso se denom\nan 

respcct i vamente "cromutogr:d' ia l iqulda" y "cr·ornatogi·af i a dt.: 

gases". Esta fase movil fluye a través del relleno de la columna, 

transportando a los componentes de la mezcla, que son retenldo5 

selectivamente en la fase estacionaría durante su migración. 

Por ser la cromatografía de l iquldos la técnica de 

separaciún y análisis utilizada en estr. lrabajo, en lo que sigue 

nos referiremos principalmente <1 el la. 
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Durante muchos años se utillzó la cror.-,atografia d•:­

liquidos en su versión cláslca en donde, bé.sicamente se trabajaL<;. 

con una columna de vidrio de diámetro entre 2 y 10 cm, con -al~1~IJ 

material como la si lice, la alCUnlna, etc., cuyas particulas eran 

aproximadamente de 200 µ; la muestra ( O. 1 a 1 g o más ,,, 

intoducia en la fase móvil o en un disolvente adecuado y Ja 

e lución se efectuaba haciendo pa.c;ar la fase m6vl l a través de la 

columna por efecto de la gravedad. Finalmente se colP.ctaban las 

fracciones eluldas para su posterior cuantlflcaclón. Actualmente 

esta versión de la cromatograf ia Ge l iquidos generalmente se 

emplea con fines semlpreparatlvos. 

La cromatografia l íqulda moderna o cromatografía 

liquida de alta resolución ( C.L.A.R. ~-osee grandes ventajas 

frente a la cromatografia de liquidas "clásica". Se utilizan 

columnas de diámetro muy reducido, generalm1:nte mr::nor de 5 mm, con 

empaques de diámetro de particula de 3 hasta 40 Jl, sister.ias de 

bombeo de al ta presión para el flujo rápido de la fase móvl l a 

través de la columna, tamaño de muestra muy pequeño ( µg ) , 

valvulas de lnyeccl6n y diversos detectores especificas en linea. 

Esto ha permitido lograr separaciones eficientes y anfdisis 

precisos y sensibles en tiempos muy cortos. Por olra parte, la 

lntroducc16n de microprocesadores en el equipo hace posible, en la 

actual ldad, la automallzaclón completa de Jos anal lsls. 

Las técnicas en cromatografia de J íquidos pueden 

clasificarse en cuatro grupos de acuerdo al mecanlsr.;o de retem;ió-n 

de los compuestos de la muestra en la fase estacionarla: la 

cromatografi a de adsorción, la cromatograf i a de reparto 

{actualmente desplazada por la cromatografia de fases qulmicamenle 

unld'lS ) , la cromatografia de Iones y la cromatografla de 

excl usló~. 

La cromatografia de adsori:lón o cror.iatografia 

! lquldo-sól lcL í'.:qulerc de particul as de gran área superficial en 

las cuales la rct enci On de los compuestos se realiza por 

i nteracc l ón con grupos activos en la superf ic le del adsorben te. 
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El no .. bre de cromatografla de reparto se le dló 

')~iginalmente al proceso cromatografico que se real iza sobre una 

fase estaclonaria liquida impregnada en un soporte, ldeal mente 

Inerte, y utilizando una fase móvil conslllulda por otro Jlquldo 

lnmlsclble al primero: entonces el proceso de equilibrio es Igual 

al de la e><tracc!On l lquldo-l lquldo. Posterlomente se 

ctesarrol laron las fases quim\camente unidas en donde una fase 

cst.aclonaria orgánica está unida químicamente a la particula 

soporte, siendo estas fases mas estables y mAs er1clentes. 

Pos ter" l ormcnte se tratarán con más de tal le, ya que con ellas se 

trabajó en esla tesis. 

En la cronmlografla de Iones la retención de los 

solutos ionizados involucra tntcr·acctanes eléctricas o formación 

de enlaces de coordlnación con cspeclcs iónlcas que se encuentran 

a.dsorbldas o quimlcamente unldas al soporte. Dentro de C"::ilc zrupo 

se encuentran clasificadas varias técnicas como: la. cromatografia 

de intercambio lónico en resinas y si licL'U moúifh:ildt1~. la 

cromatografia de pares de iones en fase inversa y la crumalog1·af\u 

de intercambia de ligantes ( en fase Inversa, en re:>lnas y en 

51 l lces modifico.das con agentes qtmlantcs ). LPl cromatografia. dr.: 

pares de iones, que es probablemente en la a<:tual ldad la más 

popular de esle grupo, será descrita con más dela! le 

posteriormente. 

Finalmente, en la cromatografla de cxc.:luslón la 

fase cntacionar-ta está form.'"l.da por un material poroso, en donde 

los poros son de un tamaño especial, de tal forma que las 

moléculas de gran área son excluidas y lac; mfls pe•_¡•leñ~~ P'-.:l'!nean 

una fracción del valumen poroso que C!-i proporcional a su tam:1iio. 

En general, se puede decir en relación al pr·oceso 

cromatográfico,que la mtgración diferencial o el movimiento de lo~ 

componentes i ndlvlduales de una mezcla a través de la columna 

depende del equilibrio de distribución de cada compuesto entr·c la 

fase estacionaria y la móvl l. Entonces esta migración diferencial 

esta determinada por )as variables experimentales que afectan esta 

dlstri buclón, es decir, la composición de la fase móvl l, la 
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composlc16n de la fase estacionarla y la temperatura de la 

separación. 

ll.3.2 TAMAllO DE MUESTRA Y EFICIENCIA DE LAS COLUMNAS. 

Cuando se anal izan muestras lo suficientemente 

pequeñas, el área '/ la altura de los picos en el cromatograrna 

obtenido, aumenta al aumentar la cantidad de muestra inyectada, 

pero los tleinpos de retención no son afectados y la separación 

relativa entre dos picos se mantiene prácticamente Igual. Estas 

condlclones corresponden a lo que se conoce como intervalo lineal 

de la isoterma de distribución; sin e'!'!bargo existe un tamaño 

cri t leo de muestra a part lr del cual se observa un decr·emento 

notable.en el tiempo de retención y una deformación ( coleo o 

cabeceo ) de los picos conforme aumenta la concentración de la 

muestra y por lo tanto la separación se va perdiendo. 

La figura ?lo 2. 3, muestra el efecto µrevocado ¡.ior 

el incremento en la cantidad de n:uestra inyectada sobre el factor 

de capacldad de un soluto y sobre el número de platos teóricas 

calculado en base al cromatograma resultante. 

Snyder ( 9 ) define la capacidad lineal ( O J de un 

adsorbente como: "la masa de un so luto inyectado por gramo de 

adsorbente que provoca una variación del lOX en el volumen de 

retención especifico de un compuesto patrón bien retenido ( factor 

de capacidad >1 ) , con respecto al volumen de retención constante 

del mismo compuesto patrón, observado cuando se 1 nyeclan pequeñas 

cantidades de Csle 
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flgur·a 2.3. Capacidad lineal en crumalografia liquida ( 9) 

Sin embarga.se ha demostrado que en columnas muy 

eficientes puede haber una pérdida r:iuy importante de la f!fic\t:"nc1o. 

al aumentar la cantidad dt: !;oluto lnyectadCJ, sin que haya r.;.1mbio 

en el volumen de retención. 

Por lo anterior, ale;11nos autores prefieren deflnlr 

la capacidad 1 ineal como: "la ma~a de so luto inyectado por gramo 

de adsorbente que provoque una pt.:rdlda del 10 X en la eficiencia 

(med\da como allura del plato tctu·\co, il), con respecto a la 

máxima eficiencia obtenida cuando se inyectan pequeñas cantidades 

de soluto 
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Esta discusión muestra que es importante trab¡-!.jar 

en el intervalo l lneal de las isotermas para tt:ner· bue11a'.3 

separaciones. 51n embargo, cuando se anal izan compuestos mcr.•.':·~;, 

Cp. ej. trazas) en matrices camplejas, es a veces r.eces:irlo 

inyectar cant ldades de muestra importantes para tcr.er· una buena 

detección del compueslo de interés. En cslos c~os. la c~ .. ntí.d&'j 

inyectada de algunos de los solutos :na:,•orltá.rlos rebas2.r8. la 

capacidad llneal de la fase estacionaria en la columna y por el!o, 

en el cromatograma obtenido, se obser·1arán picos anchos y 

deformados ( gencral~ente coleados ) 

11 3. 3 CONTROL DE LA SEPARACION. 

El parámetro resolución Rs s trvc para 

cuantificar el grado de scparaclon entre dos compuestos. La 

resol uc \ón entre do5 picos adyacentes l se cn\C'uta a 

partir de los da.tos experimentales mediante la sigulentc 

ecuación: 

Rs 2. l ) 

donde tri y tr2 son los tiempos de relenclón de 1os compuestos 1 y 

2 1 twl y tw2 son el tiempo correspondiente a la anchura de la base 

determinada por las tangentes al punto de inflecclón de los picos 

l y 2. 

Cuar.::io la anchura de los picos 1 y 2 es muy similar 

se puede ..:xpresar de la siguiente manera: 

Rs l/4 a. - l ) ! N 1112 

[ 

k' 2 ) 

l + k' 2 

( 2. 2 ) 

ll 

b e 

donde a. es el factor de selectividad, ll es el número de platos 

lt?óricos y k' es el factor de capacidad. 
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La ecuación ( 2. 2 ). conocida coll10 " la ecuación 

general de la resolución permite poner de manlflesto los tres 

factores responsables de la separación: la selectlv\dad { término 

a l. la eficiencia ( término b J, y la retención ( término c ). 

Par-a poder obtener una buena separación (Rs > 1) es 

decir { lr2 - tn > 4J J es necesario ajustar estos factores a 

valores adt!cuados. A continuación se describen los parámetros que 

perml ten optimizar poi" separado cnda uno de el los. 

Selectividad ( a ). 

f.:l término ex. es definido como la retención 

relativa, o la r·cladón del t.icmpo que dos compuct;tos permanecen 

en la fase estacionaria: 

lr2 - to lr2 
cr. = -----

lrl - to 
---r­
lrl 

( 2.3 ) 

donde lr' es el tiempo de retención relativo, y tu es el tiempo 

muerto. 

Para que la separación sen posible se requiere 

que ex. > 1. Un incremento de a siempre tiene un c.•fcclo pu~;ll.lvo 

sobre la rcsoluci6n 1 pero su impacto es mayor cuando esta 

variación se produce en la vecindad de la unidad. 

Este pariunetro puede ser modificado para mejorar la 

resolución a través de los siguientes cambios: 

- naturaleza de { o los } d1solvcnlcs que componen 

la fase móvl 1 

- pll 

- naturaleza o tipo de la fase! e!::itaclonaria 

- temperal ura 

- efectos químicos especiales 

La magnitud de los cambios en la selectividad 

causados por un cambio de disolvente, depende de que lus 

inleracciones entre las 1noléculas del dlsolvcmte y de los 

compuestos de la m11r.stra s1?an cilmbiados nolabl<!mcnte. Estas 
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Interacciones son principalmente: dispersión, 

dipolo-dipolo, ácido-base y eléctricas. 

La capacidad de una molécula, sea de solvente o de 

soluto, para interaccionar en las cuatro formas mencionadas, se 

conoce como polaridad. En la 11 teratura se reportan ( 9, 10 ) 

clasificaciones de los dlsolvonles en base a su polaridad 

(parámetro de sol ubl l ldad de H! l de brand ! ó J o parámetro P' de 

Snyderl y a las lnleracclones especificas que ejercen sobre las 

moléculas adyacenles ( parámelros de solubl lldad parciales y 

triángulo de selecllvldad de Snyder ). Estas clasificaciones son 

muy útiles en la selección de los dlso!venles adecuados para 

obtener la selectividad requerida 

La variación del pH para obtener cambios en la 

select lvidad esta restringida a las mueslras compuestas por 

solulos con propiedades acldo-base. 

En la cromatografía de l iquid:ls el cambio de la 

naturaleza de la fase estacionarla es poco usual ya que resulta. 

mas pract leo real izar cambios en la fase rnóvl 1 que en la 

eslaclonarla. 

El cambio de la temperatura es particularrr,<Jnte 

importante en cromatografía de iones, en donde es mas prometedor 

cambiar ésta, que cambiar la fase estacionaria. 

Finalmente, en lo que se consideró como efectos 

qui micos especiales, cstan Involucrados los equilibrios 

secundarlos como la complejac\ón. 

factor de capacidad ( k' ) 

Para obtener una buena resoluclón y un tlempo de 

anal lsls adecuado de tos solutos en la muestra, los valores 

optlmos de I<' deberan encontrarse en el Intervalo de 2 " k' " 5 

o 1 "I<' 10, para mezclas complejas. 

El ajuste de la retenclón se lleva a cabo medlante 

el control de la fuerza de la fase móvil. Una fase móvil fuerte 

disminuye los valores de I<', mlcnlras que una fase móvil débil los 

auraenta. 
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Como generalmenle se ullllzan mezclas de 

disolventes en las fa.ses móviles, la fuerza de éstas puede 

incrementarse al aumentar la proporción del o los disolventes más 

fuertes. 

El conceplo de fuerza del dlsolvenle es un concepto 

relallvo y depende de la técnica crol!latogrt>flca ullllzada. Asi, 

por ejemplo, en croma.tografla en fase normal los di sol ventes más 

fuertes son los JDás polares, mientras que en croinatograf'ia en fase 

inversa sucede lo contrario. 

Al Igual que en el caso de la selectividad, las 

tablas de clasificación de los disolventes son muy útiles para 

seleccionar el disolvente de fuerza adecuada para la muestra que 

se trata. 

Eficiencia ( N 

La anchura de los picos en el cromatogramn. esta 

relacionada con la eficiencia de la columna, la cual se cvahJa 

calculando el número de plalos leórlcos N al que es 

equi valenle. Es le cálculo se efectua a parllr de los dalos 

experimentales medl ante 
2 

N = 16 [ +-) 
N = 5. 54 [ lr 12 

lw112 

( 2.4 ) 

( 2.5 ) 

Existe una proporcionalidad entre el número de 

platos teóricos ( N l y la longitud de la columna ( L ) que se 

expresa como la altura equivalente a un plato leórico ( H ) : 

L 
H ( 2.6 ) 

en donde valores pequeños de H corresponden a mayor eficiencia de 

la columna. Esle parámelro permite comparar cnlrc si la eficiencia 

de columnas con diferentes cnracterlstlcas geométricas. 
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Las columnas de alta resolución deben provocar u.r. 

ensanchamiento mínimo de las bandas de los diferf"!ntes compuestos 

de una muestra. La teoría de ensanchamiento de bandas ( que no 

describiremos aqui ) permlle deducir que la altura equivalente a 

un plato teórico sera menor cuando 

- se utillzen empaques con diámetro de partlcu!as más pequeños 

- se utl l lzen velocidades de flujo ópt !mas ( deducidas de la 

cur•1a de Van Deemter ) 

- las fases móviles sean menos viscosas 

- las temperaturas de análisis sean mayores 

- sean de menor tamaño las moléculas de los solutos 

Por otra parte, los valor-es de N también pucdt::>n 

aumentar al incrementar la longitud de la columna. pero debe 

considerarse que también aumentarán íos tlempa.s de retención :¡ la 

caida de presión, por lo que no resulta muy ventajoso. 

En la actualidad es 1r.ti.s recomendable uU l izar 

coJummss cortas de diárr.ctro de partícula uniforme~· pequeño de 3 a 

10 µ, que son al ta.mente eficientes y por lo Lanto es más cómodo 

optimizar la resolución mediante cambios en k' 6 a, es decir" en la 

composición de la fase móvil. 

[l. 3. 4 GRADIENTE DE ELUCJO!I 

El problema general de la elución, se presenta, 

cuando, en una muestra multlcomponente los solutos dlfleN:n mucho 

en su estructura, lo que conduce a valores de k' muy diferentes en 

un ststcr:m cromatográflco const 1 tu ido por un par fase 

estactonarla.-fase m6vi l dado. En este caso se observa que los 

valores de k' de las primeras bandas son dernasiado pequeños, 

teniéndose una resolución muy pobre, mlentras que los valores de 

k' de las últimas bandas son muy grandes, lo que da lugar a. picos 

muy anchos y tajos. 

Para resolvúr este problema se deben cambiar las 

condlcloncs durante la separación, de tal forma que se perml ta la 

optlmización de los valores de k' de cada una de las bandas. En 
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-cromatoerafia de l iquidos esto se real iza mediante un gradiente de 

elución. 

El gradiente de elución se realiza con ta mezcla de 

dos ( o más ) disolventes; un disolvente Inicial débil A y un 

disolvente fuerte B, de tal forma que la concentración de B en la 

fase móvil se va incrementando a lo largo de la separación; as\ 

inlclalmente, gracias a la fase móvil se obt \enen valores de k' 

grandes y al flnal, valores de k' pequeños. 

En la figura 2. 4, se muestra la interrelación de 

la fuerza del solvente y la migración de las bandas 

coPrcspondlentes a los compuestos. Se consideran tres compueslo!i 

{ X, Y y Z ) , en los cuales X L"S el menos retenido y % es t.d más 

retenido. Las lineas solidas muestran la posición de cada banda 

dentro de la columna en función del tiempo, ya que r es la 

fracción de distancia ontre la entrada y la sal ida de la columna. 

La elución de cada banda sigue un patrón similar y utilizando como 

ejemplo al compuesto X se oh~·~rva que al Uempo tx, el valor de k' 

( rr.prcsentado por !;.i curva punteada ) t.lcl compueslo X disminuirá 

hasta el punto donde X comienza a migrar en la columna. Conformo 

el valor de k' continúa disminuyendo en el tiempo, el ~ompucsto X 

se mueve más rápidamente a lo largo de la columna, obteniéndose 

asi la curva cóncava caracleristica r vs t. Cuando r = para X, 

la banda abandona la columna al tiempo de retención tx, y entonces 

comienza a migrar el compuesto Y al tiempo ty, después de sufrir 

el mismo comportamtcnto, empezará a migrar el compuesto z. 
Oc esta figura pueden obtenerse cuatro punlos 

importantes : 

1) Los valores de k' promedios de los compuestos durante \a 

separación caen en un rango óptimo 1 .s k' !S 5. 

2) Como el valor de k' de cada banda es muy pequeño ( aprox. l ) 

cuando el co1npucsto abandona la columna, se obtlcncn picos más 

estrechos en el tiempo de eluclón y por lo tanto incrementa la 

sensibilidad y se tl.Dne una máxima resolución. Este fenómeno 

representa una ventaja que tiene el gradiente de clución con la 

elución lsocratica. 
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3) Se puede observar que Jos compuestos ql!e en el pr!nclp!o de la 

separac l ón tienen val ores muy grandes de k' ( coma z ) , el uye n 

rápidamente debido al decremento expommclal de k' con el tie:npo. 

4) El gradiente de k' en función del llempo produce una 

disminución en el coleo de los picos, ya que la parte de Ja cela 

de la banda de un compuesto se mueve cont inuamentt? en la reglón de 

los k' mtJ.s pequei'ios en comparación de los valores de t' del frente 

de la banda. 

Gracias a estas caracterlst leas, con el gradiente 

de eluc!ón se pueden realizar sepa.melones de muestras complejas 

que no pueden hacerse con la eluclón lsocr-átlca. 

. •, 
\ ,-
\ 
\ 
\ •z 

1.0 \ 
\ 
\ 

•• ' 
01 .. 

Figura 2.4. Ilustración de la migración de bandas en un gradiente 
de e lución. La linea sól Ida muestra ta migración fracclonal r de 

la banda a lo largo de la columna, en función del tlempo; la linea 
punteada muestra el valor de k' de la banda en funclón del tiempo 
( valor Instantáneo kt. ). ( 9 ). 
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II.3.5, CROMATOGRAFIA EN FASES QUIHICAMENTE UNIDAS. 

Las fases quimlcamente unidas FCU se 

desarrollaron en la década de los 70's para tratar de ellmlnar los 

inconvenientes presentados por las fases lmpregnadns de la 

cromalograf ila l iquldo-1 iquldo. La establ lldad de estas fases es 

mu:¡ buena lo que permite trabajar a velocldad1.1s de flujo mayores y 

no se requiere presaturar la fase móvl 1 con la fase estacionarla. 

Por lo tanto son ideales para anal izar muestras cuyos componentes 

se encuentran en un ampl lo intervalo de valores de k' y requieren 

gradientes de elución para su separación. 

Cuando se ut l l lzan empaques con p,rupos µolarc!i, la 

técnica se denomina cromatografía en fase normal y con el lo se 

pueden separar muestras de polaridad moderada a fuerte. Cuando los 

empaques no son polares, entonces se le denomina cromalografia en 

fa.se inversa y al usarse con una fase móvi 1 muy polar, se pueden 

separar una amplia variedrtd de solulos, incluso c>s~cim; lónlcar; 

con la cromalo'grafia de for·mución de pares de iones. 

La mayor parle de las fases quimicamentc unidas 

están formadas por un soporte de sílica de grunulometrila pcqucfin 

y uniforme que proporciona una alta c.·flclcncla y '!Xelcnlc 

estab\ lldad mecánica. 

Las fases estacionarias se l lgan quimlcamcnle al 

soporte mediante una reacción de si lanlzaclón, en donde los grupos 

OH de la sil lea reaccionan con un cloroalqui 1--si lano para dár una 

llgadura Sl-0-51-R, estable térmicamente y no hldroilzable. 

Dependiendo del tipo de cloroalqui 1-si lana, la eslequiomotri la de 

los reactivos y las condiciones experimentales de reacción, se 

obtendra una capa orgá.n\ca del tipo ccpi l lo ( monomolecular ) o 

del l \po enjambre ( pol imérlca ) . 

En adelante se tratará solo lo refcr·cnle a la 

cromatografi la de reparto a polaridad de fases l nvcrt ida sobre 

fases estacionarlas quimicamentc unidas al soporte, ya que es la 

técnica cromatogré..fica más utl l izada en la actual \dad debido a su 

gran reproduclbilidad, estabilidad de las columnas, disr.rrnibllldad 
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de los disolventes para las fases móviles y facll idad de 

operación. 

En la cror.i.atografia de fase lnversa, la !:iuper!'lcl1~ 

de la sil!ce ha sido modificada por la unión qulmica de cadenas 

hldrocarbonadas ( oct lle y octadecl lo ) . El mecanismo de retcnc\.'.m 

puede ser expl lcado por la teoría del efecto solvof6blc:.: 

desarrollada por Slnagolglu y ap! icada por Horvath ( 10 l a l" 

cromatografía de l iquldos. Según esta teor)a una molécula de un 

so luto, de !os que t lplcamente se tratan en este tipo de s\stemas, 

se encuentra constituida por grup-'5 polares y por una parte 

h\drocartxrnada apelar, la cual t:xperlmcnta un e:'ecto hh . .h~ofóbico 

hacia Ja fase móvl J polar. asociandose rf!vcrsibl~~:r.entc con las 

cad~nas hidrocarbonadas de la fase est"!cionaria. la inter«'lcción no 

es debida a fuerzas de a trace ion entre el sol uto y la f<.i.se 

estaclonarl::i, slno a la repulsión 11eta quc- existe t;-r.tre el agua y 

la parle apelar de la molécula de soluto. La ccfieorrtción mas 

estable es entonces la qlJC pn::.;etlta el mlnlmo de superficie 

hidrocarbonada expuesta al disolvc;)tc. 

Por" lo tar,to, se deduce que el efecto solvofól;i.;¡¿ 

es más fuerte cuando: la pat·te ap;:ilar de la rr.o!t:cula de solulc ~s 

mayor, el porcient.o de carbono en la fase estacionaria es 11:11yo1·, 

la polaridad de la fase. mOvl 1 es 1:iayor. 

En la cromatografía de fase inversa, el disolvente 

base cor,iúnmente utilizado es el agua, a la cual se le adicionan 

otros disolventes orgA.nlcos miscibles en diferentes proporciones, 

el mas común es el metano!, seguido por el acet.unltrl!o y el 

tetrahldrofurano. 

Como ya se rr.encion6 :.s.ntcr\ormente, la st::e:ctl·1;dad 

pue>de ser modificada por cambios en el disolvente arganico, en el 

pH etc. ademas de la adición d~ sales a la fase móvl l En relación 

a la temperatura se observa que la retenc;ión dismi r:uye al 

aumentar aqu·_; la y la grafl.ca de log k' contra l/T generalmente es 

lineal. El cnt.1hio en tc1~1peratura se utiliza principalmente para 

dismintdr la viscosidad de la fase móvt l { .mejorando la eficiencia 

de scp<lraclón ), para incrementar la capacidad de la fase móvil 
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rara disolver la muestra, y finalmente, para alterar la 

se1ecl1vidad1 aunque eslo último no es recomendable ya que estos 

Chrnblos son <lificlle-s de predecir. 

1l.3. 6. CROHATOGRAf!A DE PARES DE IONES 

La cromatografia de pares de iones se desm·rol 16 a 

u:ediados de la décad4 de los set~nta como una tecnlca alternativo. 

ttl intercambio i6nico en resinas. buscando mejorar la ef1clcncin. y 

la ~elect1vidad de las separaciones de los compuestos orgD.nlcos 

Jónicos o ionlzables. 

La cromntografia de pares de ivnes puede ! levarse a 

cabo a polaridad de fases invt!rlida, la fase C"stacional'ia es una 

fase apolar quimlcamente unida. L'l fase móvil eslá const.Stulda por 

una mezcla buffer acuoso.idlsolvcnte orgi'inico, un "conlro.ión" de 

carga opu'.."!sla a la de las moléculas que se desea separar y además 

puede incluir otras sales ore<'micas. 

En esta técnjca se pueden modifit.:<lr una ampl la 

variedad de parámetr·os para obtener co.mblos en Ja selecllvidad y 

la r·etcnclón de l0s sollJto!>. Estos son: la concc-11tracíon y 

n&.turaleza del coi1traión o de las sales, lu pro¡Kwclón del 

disolvente orgánico en la fase mó·.il l, el tipo de disolvente 

orgánico y el pH. 

El contraión es un ión orgnnico cuya molCcula esta 

compuesta por una parte hldrocr.irbonada relativamente importante. 

Los contra iones pueden ser de tipo anlónico o cat lónico; los 

primeros ( para separar solulos callónicos } !:ion ecncralment.e 

al qui lsul fato!:; o alq1J\lsuJ fon~tos y los seg1m.dos lpara m:-p~wa:' 

solutos anlónicos) son telraalqul lamonios o aminas terclarlas. 

El mecanismo do relcnc16n en cromatografla de par·cs 

de iones involucra a la vez un proceso de intercambio dinámico de 

iones y una formación suplementaria de pares de iones en la 

superficie de la fase eslacionaria { 11-16 ). 
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Los equl llbrlos que tienen lugar en estos sistemas 

son los siguientes: 

1 l Adsorción del so luto lónlco en la fase estacionarla. 
+ -

Sea S el soluto y B un anión cualquiera presente 

en la fase móvl 1 ( anión del buffer o alguna sal ). Se tiene el 

equilibrio: 

Ko ___, 
<---

( 2. 7 ) 

La adsorción del soluto se hace bajo la forma de un 

par de Iones para mantener la electroneutral ldad en las dos fases. 

Este equl l lbrlo está poco desplazado a la derecha y coopera peco a 

la retención en el caso de salutes de molécula pequeña. 

2) Adsorción del contralón en la fase estacionarla. 

La cadena hldrocarbonada del contraión mostrara un 

efecto hldrofóblco y se fijará según su Isoterma de adsorción (del 

tipo f"reundllch).obedeclendo a la siguiente ecuación: 

Sean e; un contraión aniónico y P! un catión cualquiera presente 

en la fase móvl l 

- + Cm + P. 
B 

\ p•c-¡., =A \e-¡. 2.8 

A y B son constantes cuyo valor depende de las 

condiciones experimentales como el tipo de disolvente orgánico, 

proporción del mismo, tipo de contralón, concentración de sales y 

buffers etc. 

3) forrnaclón de pares de tones solulo/conlralón en el elucnte. 

. -
S.n + Cm. 

+ -( se )o 

Hay controversias en relación a este equl l lbrlo, 

algunos ~uti::res lo consideran importante, pero otros han 

demosl rado q•Je, general rnente, K1 es muy pequeño, y por lo tanto no 

contribuye apreciablemente a la retención del soluto. 
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4) Intercambio lónlco. 

Retención del soluto en la fase estacionarla por 

una reacción de lnlercambio i6nlco con el callón P+ asociado al 

contra-Ión previamente fijado en la fase. 

+ - + 
P C )sL + Sm 

+ - + 
( S C ¡., + Po ( 2.10 ) 

S+C-lst = K2 P+C-lst 1 S+I• 

1 p• l. 

Considerando estos equ\ 1 ibrlos, la constante de 

partlclón queda dada por: 

K = j s•B-Jot 1 s\:-1 .. , Ko 1 B-1• + K2 ( 1 P+C-lot 1 p' I• 1 

1 s+¡. • s+c-¡. 1 + K1 ¡e 
-

I • 
( ;~. 11 ) 

Para el factor de capacidad del sol uto se Lcndra; 

k' k' o K2 C ! p' C-1 sl 1 p• jm ( 2.12 

l + K1 1 e-¡. + Kt ¡-e I• 

donde k 1 0 1 es el factor de capacidad del solut.o en ausencia del 

conlra16n. Si consideramos que K1 es despreciable, se slmpl lfica 

la relación, pareciéndose a una ecuación típica de lntercamblador 

de iones: 

( 2. 13 ) 

+ -donde p e sl representa la capacidad del lntcrcamblador de lenes. 

A pesar de que en la mayoria de las observaciones 

cxpcrlmcnlalcs se coincide con esta relación, 

discrepancias han hecho que se considere el equilibrio: 

' -5 e )sl ( 2. 14 

cler·Las 

que contribuye también a la retención del soluto, aunque no 

impl tque formación de pares de iones en la fase móvi 1. Enlonces 

como se tienen dos equilibrios simultáneos, no se puede determinar 
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qu& proporción del par de Iones s•c-en la. fa.se esta.clonarla 

corresponde al Intercambio lón\co y cuál a. este último cqull\brlo. 

A pesar de esto, es posible predecir cómo afectarán 

los cambios de los diferentes parámetros a. la retención de los 

sol utas. 

Los factores que aumentan la retención de los 

solutos son los siguientes: 

- a1Jmenlo de la superficie hidrocarbonada del soluto y/o del 

contra Ión. 

- aumento de la proporción de agua en la fase móv!. l. 

- cambio del disolvente orgánico en la fase móvl 1 por otro mfls 

polar 

-aumento del núrnero de carbonos o de la concentraclón de las 

cadenas alquilo de la fase e~taclonarla 

Por otra parte, sl aumenta la concentrac\6n de 

sales en la fase m6vl l, espcclalmcnle la concentrac\On tic \one~ 

con carga del mismo signo que la del so luto, el equl llbrlo dé 

lnter·camb;o lónlco se desplaza¡ a la Izquierda y disminuye la 

retención del solulo. 51aum1 .. nl~·1a conccntrar'ión dul conl1·al611 en 

la fase móvil, aumentará la retención del soluto pul!s aumentara la 

fijación del contra.Ión y por lo tanto la capacidad' del Intercambio 

iónlco, pero cuando la fase estaclonarla esté saturada de 

contralón, ésle dejará de fijarse y habra más probabl l ldad de que 

se formen pares de iones con el so luto en la fase m6vl l y la 

retención disminuirá. 
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En la tabla No 2. l, se resumen los efectos de las 

diferentes variables sobre el k' y la selectividad en 

cromatografia de pares de iones en fase inversa. 

VARIABLE EFECTO EN k' EFECTO EN U. SELECT! V l DAD 

Contraión : 

aumenta concentración aumenta sin efecto • 

aumenta sup. hidrocarb. aumenta cfectc pequeño 

Aumento del pH 

muestra de aniones aumenta efecto grande 

muestra de cal iones disminuye efecto grande 

Disolvente orgánico : 

aumento de concentrac lón. disminuye efecto pequeño 

cambio cambia cambio 

Temperatura : 

disminución. aumenta cambio 

aumento disminuye cambio 

Tabla No 2. 1 . Resumen de los efectos de las diferentes var.lables 

sobre el k' y la selectividad en cromatagrafia de pares de Iones. 

( 9 ). • En moléculas parcialmente ionizadas hay efectos grandes. 
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1 l. 4 • AIITECE:IJENTES. 

11. 4.1. ANALISIS DE VITAMINAS HIDHOSOLUBLES POR CROMATOGRAFIA DE 

FASE lllVERSA Y POR CRDHATOGRAF!A DE PARES DE IONES. 

Las técnicas de cromatografla de l lquldos de alta 

resolución con fases estacionarias a polaridad de fases lnverllda 

simple y con formación de pares de Iones estil.n siendo utl ! Izadas 

cada vez más para el análisis de las vitaminas, debido a su gran 

versat 1 lldad, poder de resolución, fac 11 ldad de operación, bajo 

costo, y reproduclbl l ldad. 

El anál lsls cromatográflco de !ns vi laminas 

hldrosolubles se ha realizado Individualmente para apl lcaclones 

fisiológicas. 

farmacéul ices 

bloqulmlcas, en al i mentes y en ¡.woduclos 

1, 2, 3 l; as i por ejemplo exl sten reportadas 

separaciones de cabala.minas l 17 ), compuestos con actividad de 

plrldoxlna (18, 19). ti amina ( 20 l y rlboflavlna ( 21 l. El 

análisis individual de la c\anocobalam\n<L en prcparacio1u-'!i 

farmacéuticas que contienen vitaminas llposolubles, colorantes 

etc, se ha reportado empleando la detección espectrofolomCt.ricn a 

550 nm, región del visible, en donde se llene unc.s. gran 

selectividad para la detección de la clanocobalamlna, ( 22 l. 

Existen algunas vitaminas, ( como por ejemplo la rlboflavlna ) que 

también pueden detectarse en esa reglón espectral, pero su 

coeficiente de absort l vi dad es comparat l vamentc más pcqucflo. 

Por otra parle, en re-lacl6n al anál\sls simultáneo 

de las vitaminas hidrosolubles en preparaclonPs farmacéuticas, se 

ha observado que casi no existen reportes e-n donde se incluyan a 

todas las vitaminas del complejo B. 

Kothary y Taylor ( 23 l hicieron la separac Ión de 

la nlaclnamlda, la plrldoxlna, la rlboflavlna, el acldo fóllco, la 

tiamina y la cíanocobalamlna por cromalografia de fase in'lersa 

con un gradiente de dos pasos, utí l lzando una fase débl l ronnada 

solamente por un buffer acuoso y una fase fuerte formada por una 

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



eluyeron Inicialmente con la fase débil y en cuanto sale la !lltirr.o 

se realizó un cambio completo hacia la fa.se fuerte para qui-! 

eluyeran la cianocobalrunina y la rlboflavlna. Con este método !os 

autores reportan cuantlficaciones de cada una de las vi tamir..:1s en 

preparados comerciales concentrados con un error que va del 3 al 

6X, cal lflcandolas de reproducibles, pero cabe aclarar que el uso 

de una fase móvl l completamente acuosa les causó un ensanchamiento 

considerable de los picos. Por otra parte, la clanocobalamlna no 

estaba incluida en el polivltamlnico analizado; se aclaró que ésta 

fué agregada a la muestra, sin menclo¡iar su concentración. 

Se han reportado dos estudios ( 24,25 ) >obre el 

compcrtMlento que presentan estas mismas vi ta.minas en 

cromatografla de pares de Iones, para poder establecer ~ondlclones 

óptimas de Sfrparaclón. En ambos se observó que el efecto del pH y 

del porcentaje de disolvente orgánico en la fase mó'll l es n.uy 

marcado para algunas vitaminas. El primero fué el estudio de\11 IJ~ 

y colaboradores { 24 ) que reportaron un método de separación 

isocré.t\co por cf'omatografia de pares d.-. iones con contraión 

catl6nlco. Con este método la pirldo1.lna eluyé. en un pir.o tan 

ancho que dificultó el an~1 lsis y por lo t~nto fué elir..lnadn. tle la 

separación. La aparente ·.1entaja fué e 1 logro de una 5eparaci6n 

lsocrát lea más sencll\a l, s\n embargo la aplicación es 

rlesgosa, debido al uso de un contra16n cat16nlco en una fase 

móvil con pH > 7.9 perjudicial para Ja estabilidad de las 

columnas. Por otra parte, la nnchura de los plcns EH1 el 

cromatograrna fué considerable y tampoco menclonó la concentración 

utl ! Izada en el análisis de cada una de la vi laminas. El segundo 

fué el estudio de Oong y colaboradores ( 25 ) que real Izaron un 

análisis más completo de los factores que afectan Ja retención de 

las vitaminas hldrosolubles en la cromatografia de pares de Iones. 

Estudiaron adem~s la relación entl'e los tiempos de retención y el 

tipo de alqullsulfonato, empleando fases estacionarlas con 

diferentes longitudes de cadenas h!drocarbonadas. La detección se 

llevo ~ cabo por espectrofotcmetría con programación de la 

longitud Je onda, para lograr la mejor rtspu0sta de cada una de 

35 



las vitaminas. El análisis fué preciso ':/ exacto pero la 

cianocobalamina no estuvo incluida. 

La mayoria de las separaciones reportadas en lu 

literatura se real izan con la técnica de cromatografia de pares de 

lenes utilizando como contralón a los alquilsulfonatos (fáci !mente 

disponibles en el comerclo). También se han ensayado otros agente5 

formadores de pares de Iones como por ejemplo el 

dloctl lsulfosucclnato de sodlo ( 26 ), que tiene la ventaj:i de ser 

mAs barato. Con este compuesto se logró una separación muy buena 

de la rlboflavlna. la n!aclnamlda, ia tlamlna, el ácido fól leo y 

la plrldoxlna mediante un gradiente de eluclón. 

En productos polivllamínlcos con m;1trices más 

complejas que cont le nen minerales. vl laminas l iposol ubles, 

colorantes ele, la extracción de las vitaminas hidrosolubles es 

más complicada ( 27,28 l, pero se han obtenido buenos rendlmientos 

en muestras extraldas directamente con la fase m6vl l ( ?.9 }. En 

éstos trabajos, se desarrollaron melodQS de análisis lineales, 

exactos y reproducibles para algunas vilaminas del complejo B. 

Ademas se observó que los probables compuestos polares que 

pudieran acompañar a las vitaminas hidrosolublt:s, duspués ele 1:1 

extracción de matrices complejas, no interfieren en el análisis 

cromatogré.fico, porque generalmente eluyen muy ré.pido. En caso de 

encontrarse compuestos lipofillcos con solubllldad limitada en la 

fase móvil, éstos tampoco interfieren porque el uyen mucho después. 

En lo que se refiere a la detección de las 

vitaminas hidrosolubles, la mayor parle de las publicaciones 

reportan el uso de espectrofotómetros, ya sea en la región 

ul travloleta o en el visible. Sin embargo, para algunas 

apl lcaciones especificas se ha ut l l Izado tamblén el detector 

electroquimlco l 30 ) y el de fluorescencia ( 21 ). 
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En el análisis de tas vitaminas cada problema es 

(?Spccifico debido a la gran variedad de formulaciones en los 

productos productos poi !vi taminlcos farmacéuticos ( 31 l. ':/ en 

cada caso se requieren condiciones diferentes. La cromatografia 

liquida de alta resolución puede proveer de una amplia variedad de 

alternativas para resolverlas. 
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I I I. EXPERI MENTACI ON 

El trabajo se efectuó en dos partes : la primera 

correspondiente al desarrollo de un método por CLAR en fase 

inversa, en donde se puede anal izar exclusivamente a la 

cianocobalamlna, y la segunda correspondiente al desarrollo de un 

método por CLAR con formación de pares de iones, en donde se 

pueden anal izar slmulté..neamente todas las vltamlnas usadas. 

I1l.1. REACTIVOS Y APARATOS 

- Agua dest! lada. 

- Metano 1. Merck. 

- Acetato de Amonio, Herck. 

- Acldo Perclórlco, Anal 1 t. 

- Octansulfonato de ::;odio, Sigma. 

- Estándard de cianocobalamlna, Rhóne-Poulenc. 

- ~.aterla prima de : nlaclnamlda, tlamlna, plrldoxlna, 

rlboflr.1.vina, fosfato de riboflavlna, <leido f61 ico y 

clanocobalrunlna, USV Grossman. 

- F! !tras acrodlscos 13 de O. 45 11, Gel man Sclences !. IL C. 

- Jeringas Hamllton de 25 µl. 

- Cromatógrafo de l 1quidos de marca Varian 5000 con control 

de la temperatura de la columna integrado, inyector manual 

equipado con válvula de lnyecc1ón ílheodyne 7125, detector 

UV-VlS de longitud de onda var·iable Varian modelo UV-110. 

- Columnas de acero inoxidable de 15 cm de longitud y '1.6rnm 

de diámetro Interno t. ulxJ Lichroma con paredes 

lnterlor-es pul ldas ) de Al l tech. Como fase estacionaria se 

empleó RslJHLRP10 ( Alltech) de G µy 10 µde diámetro 

de paz·Ucula. 

- Integrador llewlett Packard 3396A. 

- Centrifuga Beckman J221. 

- Espectrofotometro Perkln Elmer Hitachl 200. 
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lll.2. PROCEDIHIEllTO PARA EL METOOO DE ANA!.ISIS POR CROHATOCRAFIA 

EN FASE INVERSA. 

El objettvo de esta primera parte del trabajo fué 

el de desarrollar un método simple para analizar exclusivamente a 

la c\anocobalamlna en comprimidos orales en tos cuales se 

encuentran presentes otras vitaminas del complejo 8, en muy alta 

concentración con respecto a la vltamlna 812. 

lll.2.1. OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES EXPERIMENTALES 

Al Composición de la fase m6vl ! . 

Se prepararon soluciones indivlduaJe~ y en mczcl<i. 

de las vi laminas con una concenlraclón aproximada de O. 1 mg para 

la cianocobalamlna y 100 veces mayor para las otras vitaminas. 

Se inyectó cada vitrunlna ullllzando fases móviles 

con diferente contenido de disolvente orgánico ( mclnnol ) Fn 

estos ensayos la temperatura se fijó a 28•C y los solutos se 

t!etectar6n por cspectrofotometrla a 254 nm, longitud de onda en la 

cuál todas las vl laminas ensayadas presentan una hl1cn:1 

absorbanc la. 

En todas estas pruebas se empleó una concentraclón 

0.05 M de acetato de amonio en la fase móvil para fljar el pi! y la 

fuerza iónlca, ya que varias de las vitaminas llenen propiedades 

ác 1 do-base. 

Bl Temperatura. 

Conocl~ndo que la cianocobalamina es nn ~~oluto cuya 

retención es not<.i.blemente allcr·ada por pcqtwf10~ cambios en In!·; 

condiciones experimentales, incluyendo la temp<.:ralura, se cfocluó 

un estudio de la variación del tiempo de retención de c¡1da 

vitamina en el Intervalo de temperaturas de 24 a 40•C. Se utilizó 

como fase móvil una mezcla MeOH: disolución acuosa de acetato de 

amonio O. 05 M 18. 5 : 81. 5 v/v. 
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C) Detección. 

Para determinar las condiciones óptimas de 

detección de la cianocobalamina. se trazaron los espectros d•:: 

absorción de dlsoluclones de este compuesto en varias mezclas 

metanol/agua ( 80:20, 50;50 y 20;80 v/v ). 

I 11. 2. 2. CONDICIONES CRDMATOGRAFICAS. 

Las condiciones cromatográficas que finalmente se 

ull l lzaron para el a.nAI !sis de la clanocobalamlna en comprimidos 

orales fueron las siguientes : 

Columna: De acero Inoxidable ( 15 cm x 4.6 mm de diámetro 

Interior ) empacada con fase Inversa Rsl l C1al!L 

con un dlametro de part icula de 10 µ. 

Fase m6vl 1 : Helanol 19 Y. v/v 

Dlsoluclón de acelnto de amonio 0.05 M BlX v/v 

lnyeccclón : Por valvula con rizo de 10 ¡ll 

Temperatura : 28 • C 

Flujo : lml/ml n 

Detección : 361 nm 

Senslbl l ldad del detector : O. 01 UA/mV 

Integrador : atenu~clón = 2 

ventan¡,, del pico 1.5 

nivel de ruido = 2 

IIl.2.3. LINEALIDAD Y PRECISIOll DEL SISTEMA. 

Para probar la l lr.eal ldad del sistema se construyó 

una curva de ca 11 brac Ión utl 11 zando diferentes d 11 uc Iones ( con 

una disolución de acetato de amonio 0.05 ii ) de una disolución 

patron de danocobalamlna está.ndard con una conccntr·ación 

aproximada de 1 rng/ml. Las concentraciones d~ e::ilas diluciones 

tomando en cuenta las correcciones por cal lbrnclón del material 

.. ·olumétrico y por la pureza y hú.rnedad del cstándard son las 

siguientes : 
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di lución concentraclón ( mg/ml ) 

0.0193 

2 o. 0385 

3 o. 0777 

4 0.0973 

5 0.1159 

7 o. 1544 

8 0.2421 

El intervalo de concentraciones de los estándares 

de calibración se sitúa alrrededor del valor de la concentración 

que se tendria si el contenido de clanocobalamlna de un comprimido 

con l mg se dlsolvlcra en 10 ml. 

Se lnyectarón 10 µl de cada di lución cslándard por 

duplicado y con los dalos obtenidos se realizó el análisis de 

regresión lineal. Para estos cálculos se utl J Izó la medida de 

áreas debido a que con la medida de al turas se obtuvieron 

coeficientes de variación muy grandes. El pico de la 

clanocobala.J11.ina es l lgeramcnte coleado y como este compuesto es 

sensible a la temperatura, la reproduclbllldad de los llempos de 

retención no es muy buena. 

La precisión del sistema se determinó por la 

inyección por sextuplicado de una misma disolución estándar 

(concentración O. 0973 mg/m 1 J. 

111. 2. 4. PREPARAC!ON Y ANALISIS DE LA HUESTRA. 

Para el dcsarro l lo de este método se ut i l i 1.6 como 

muestra un producto comercial con la sleuicnle composición 

nominal: 

Vi lamina Bl clorhidrato de liamlna ) .......... 250 mg 

Vitamina 86 clorhidrato de plridoxlna ......... 250 mg 

Vitamina 812 ( clanocobalamlna l . . . . . . . . . . . . . . . . . . me 

Exlplente c. b. p ................................... 607 mP, 
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Cabe aclarar que en este trabajo se propuso un 

método de anal !sis por adiciones patrón por dos razones: 

1 l no se consiguieron placebos de productos 

comerciales. 

2) dado que los co11prhl!dos orales de la 

cianocobalamina que se expenden comerciallnente estan formados por 

diferentes placebos, se consideró que un método de ané.l!s!s por 

adiciones patrón seria de mayor apl!cabl lldad, puh esta técnica 

permite corregir algunos efectos de la matriz sobre el compuesto 

de Interés. 

La preparación de las muestras se real Izó de la 

siguiente manera ( figura No 3. 1 ) : 

Se pulverizaron varios comprimidos hasta obtener 

una muestra homogénea. En 5 tubos de centrifuga se pesaron por 

separado la cantidad de polvo equivalente a una tableta y se Je 

adicionaron 10 mi de una disolución de clanocobaJamlna 

estándar , en acetato de amonio 0.05 M , de la siguiente manera : 

tubo 

2 

concentración adicionada 
( mg/ml ) 

o.ooo 
0.0912 

0.1356 

0.1820 

Las concentraciones adicionadas que se reportan 

consideran las correcciones de pureza y hú.oiedad de 1 estándar , 

asl como de la cal !brac!ón vol umétrlca. 

Los tubos con la disolución adicionada se agitaron 

y se sontcaron durante 10 minutos, para después ser centrifugados 

a 4000 r. p.m. durante 10 minutos. Se tomó una porción del 

sobrenadante de aproximadamente 5 mi y se volvió a centrifugar 

durante 15 minutos a 15000 r. p.m. para el !minar las particulas 

finas que quedaron en suspensión. Finalmente el sobrenadante se 

fl 1 tró através de una membrana con dlametro de poro de O. 45µ. El 

f! 1 trado se Inyectó al cromatógrafo . 
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pulver1zacl6n de comprimidos 

1- -1 
2 3 

adición + 10 ml acetato de amonio O. 05 H 

ag/111 ~¡~=~ 0.0000 1 0.0912 1 0.1356 

1 
agitar 

1 
sonicar 10 mln 

l 
centrifugar 4000 r. p.m. 

!O mln 

al lcuota de sobrcnadantc 5 ml 

l 
centrifugar 

l 

15000 r. p.m. 
15 mln 

fl 1 trar sobrenadan le 
fl ltro de 
o. 45 µ 

1 
Inyectar 10 µl 

o. !820 

f'lgura No 3. l. Preparación de la muestra para el método por 

cromatografia en fase inversa.. 
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11l.2. 5. LINEALIDAD Y EXACTITUD DEL HETOOO 

Cada vna de las muestras con diferentes adlciorit.:s 

patrón se anal Izó por dupl !cado , con los resultados se determino 

Ja linealidad y exactitud del método y se calculó el contenido 

promedio de clanocobalamlna en el producto comercial. 

11l.2. 6. PRECISIO!I DEL HETOOO 

Para determinar la repetlbi lldad del método se 

anal Izaron 4 muestras diferentes por tri pi !cado, bajo las mismas 

condiciones de trabajo durante el mismo dia y para la 

reproduclbllldad se anallzarón 3 muestras por triplicado cada dia 

durante dos dlas diferentes y con dos anal Is tas. 

111.2. 7. ESTABILIDAD DE LA MUESTRA 

Para determinar si las muestras, l lstas para ser 

Inyectadas, segulan siendo útl les después de 24 horas, en caso de 

presentarse sl tuaclones imprevistas, se efectuó lo siguiente 

muestras del experimento de precisión se mantuvieron a temperatura 

ambiente protegidas de la luz y bien tapadas durante 24 horas, 

tiempo en que se volvieron a anal izar bajo las mismas condiciones. 

111.2.8. ESPECIFICIDAD EN ANALISIS DE ESTABILIDAD. 

Para conocer Ja especificidad en cstabi l idad, se 

expusieron muestras de las vitaminas que absorben a 361 nm a la 

luz ·solar durante un mes. Posteriormente se prepararon 

disoluciones de cada una con una concentración parecida a la del 

pol ivltamlnico comercial O. 1 mg/mL para la cianocobalamina y 

25.0 mg/ml para las demás y se inyectaron en el cromatógrafo. 
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lll.3. Pl\OCED!K!EIITO PARA EL KETOOO DE AllAL!SlS POR CROMATOGRAF'lA 

DE PARES DE lOllES. 

El objct 1 vo en este caso fué el de Implementar un 

método en donde las seis vitaminas del complejo B ensayadas, entre 

las cuales se encuentra la c\anocobalamlna, estuvieran 

perfectamente bien separadas para poder eventualmente 

cuantificarlas en una sola corrida. Se preparó una muestra con 

todas las vitaminas en concentraciones que generalmente se 

encuontran en los pollvltamlnlcos Inyectables comerciales. 

Cabe aclarar que, en esta parte del trabajo, solo 

se estudiaron las características del método 1 incnl ldad 

exactitud, etc para el anál \sis de la cianocobalamina, ya que no 

se cons iguleron estándares de pureza adecuada para las otras 

vitaminas. Por otra parte, el análisis de mezclas de esas 

vitaminas ( sin Incluir a la clanocobalamlna l ,por cromatografla 

de pares de iones, ha sido r-eportado varias veces en la 1 ileratura 

como se indicó en la sección dr. antecedentes. 

111. 3. l CO!iDlCIONES CROM1,Tnr.RAFlCAS. 

Para optimizar la separación del grupo de 

vitaminas, se prepararon disoluciones de cada una de el las en 

HClOt l0~2M. L.'ls condiciones cromatoeráficas son las siguientes: 

Columna : de acero inoxidable { 15cm x 4.Bmm de diámetro interno 

empacada con una fase i nvcrsa Rs i 1C 1 DllL de di ámct.ro de 

parl icu\a de ~~1 

Fnso móvll : fase débil A= 807. v/v disolución acuu•::o rl!! HC)(J< 

10-2 M y 20;t, v/v metano!: tetrahidrofurano ( 07:3 ). 

Con octansulfonato de sodio O. OOSM 

fase fuerte 8 = 55X v/v disolución acuosa de l!ClQ4 

l0- 2M y 45Y. metano!: tctrahldrofurano ( 97:3 ). Con 

octansulfonato de sodio 0.005M. 
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Gradiente ( 35 mln ) . 

tiempo o 15 25 ( mln ) 

X B o o 20 

Detección tiempo O, A = 280nm 

tiempo 25, A = 361nm 

tiempo 37, A = 280nm 

30 

50 

Sensibilidad del detector: 0.01 UA/mV 

Flujo 1 ml/mln 

Temperatura : 28•C 

Integrador ventana del pico 1.5 

nivel de ruido = O 

35 

100 

atenuación - t lempo o, 32 O. 032 AUFS = O. 05 AUFS ) 

- tiempo 25, O. 002 AUFS ) 

- tiempo 35, 128 ( O. 128 AUFS ~ O. 1 AUFS i 

La aplicación de este método se realizó en una 

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

las vitaminas a exepción de la clanocobala~lna ( de la cual se 

agregó estándar ) con las concentraciones siguientes 

comúmente encontradas en los inyectables ) : 

tHaclnamlda 

Plrldoxlna 

Rlboflavlna 

50 mg/ml 

5 mg/ml 

solución saturada 

Acldo fóllco ........... solución saturada 

Clanocobalamlna . . . . . . . . 200 µg/ml 

Tlamina ................ 50 mg/ml 

.\6 

que son 



111.3.2. LlllEALIDAD DEL SISTEMA 

Para probar la linealidad del sistema se Inyectaron 

varias disoluciones estándard de clanocobalamlna con diferentes 

concentraciones, apl lcando en cada en.so el gradiente de e lución 

anteriormente descrl to. Se obtuvo la curva de cal 1bractu6n area vs 

concentración y se efectuó el anál lsls de los resul lados por 

regresión lineal. 

Las disoluciones Inyectadas fueron las slgulentes : 

disolución concentración 
( mg/ml ) 

0.0211 

2 0.0421 

3 0.0851 

4 0.1057 

5 O. 1692 

6 o. 3159 

Se reportan las concentraciones corregidas por la 

pureza y húmedad del estándard y por el material volumólrlcn. Se 

Inyectaron 10 µl de cada disolución por duplicado. 

La precisión del sistema se determinó Inyectando 

por sextuplicado una mezcla con todas las vitaminas, oblcniéndo el 

coeficiente de variación de las mediciones de arca de la 

clanocobalamlna. 

[[i.3.3. LlNEALIDAD, PRECISlON V EXACTITUIJ IJEL HETOIJO 

La l lneal ldad, rcpellbl l ldad y exactitud del método 

se evaluaron añadiendo a una matriz• de vitaminas, s ln ln 

clanocobalamina y con las concentraciones ya establecidas, 

diferentes concentraclones de cia.nocobalamlna es:lé.ndur de la 

siguiente manera : 
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disolución 

2 

3 

concentración añadida 
( mg/ml ) 

o. 1142 

o. 2284 

o. 2998 

Se reportan las concentraciones corregidas por la 

pureza y hÚmedad del estándar y el material volumétrico. Cada 

disolución se analizó por trlpl \cado, Inyectando al cromat6grafo 

10 µl. 

( • l La matriz de vltainlnas se obtuvo después de filtrar la 

mezcla en una melftbrana de O. 45 µ, ya que el ácido fOl lco y la 

riboflavina son poco solubles. 

La exactitud y la reP"tlbllldad del método se 

determinaron por el cálculo del porciento de recobro de la 

clanocobalamlna en cada una de las disoluciones anteriores. 

11l.3. 4. ESPECIFICIDAD Ell ANALISIS DE ESTABILIDAD. 

Para conocer la cspec\ftcldad en estabt l tdud, se 

expusieron muestras de materia prima de todas las vi laminas a la 

luz solar durante un mes y al terminar éste periodo se hicieron 

dlsoluclones de cada una de el las con una concentracl6n parecida n. 

la de la muestra y se Inyectaron 10 µI al cromalógrafo empleando 

el gradiente de eluclón descrito. 
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IV. R ¡; S U L T A D O S Y D I S C U S I O N 

IV.!. METODO POR CROHATOGRAFIA EN FASE INVERSA 

iV. l.!. 
0

HIFLUENC!A DE LA TEMPERATURA Y EL PORCENTAJE DE METANOL 

EN LOS TIEMPOS DE RETENC!ON DE LAS VITAMINAS. 

En la tabla No 4. l. y la figura No 4.1 se muestran 

los valores del tiempo de retención relativo ( tr' ) de cada una 

de las vl laminas en el intervalo de 25·C a 40 •C. 

Se puede observar que la nlactnamlda, In tlamlmi., 

la plrldoxina y el ácido fóllco no presentan variación notable en 

los tr' t:.J en este intervalo de temperatura, a d\fcrencla de la 

rlboflavlna fosfato, la cianocobalamlna y la rlboflavina base. La 

curva de la clanocobalaml na presenta una pendiente muy marcada 

entre 25•C y 32•C, intervalo en el que se encuentran las 

variaciones normales de la temperatura ambiente, por lo quu se 

deduce que es indispensable controlar estrictamente la lcrnp<·ratui·a 

para obtener scparac 1 one5 reproduc l t.iles. 

En la tabla No 4. 2 y la figura lle 4. 2 se mu~~Lro.n 

los valores del lr' de cada una de las vt laminas en función del 

porcentaje de metano! en la fase móvl l. 

En este caso, como en el anterior, se obscr·va un 

efecto muy marcado sobre las riboflavinas y l<.i c\anocobí.1laminn, i-l 

diferencia de la niaclnamlda, la llamlna, la plrldoxlna y el neldo 

fóllco cuyo retención es poco <.ifeclada por el contenido de mcl:111ol 

en el intervalo estudiado. 
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27 

28 

29 

30 

32 

34 

36 

38 

40 

TIEMPO DE RETENCIOU RELATIVO ( tr' ) 
( minutos l 

------ ------ ------ ------
l. 406 l. 267 0.893 o. 711 !O. 845 27.116 

------ ------
l. 345 l. 219 0.867 0.611 10. 826 26. 16 

------ ------
l. 309 l. 096 0.832 l. 053 10. 135 25. 39 

------ ------
l. 281 1.138 0.845 l. 055 10. 115 24. 741 

------ ------
l. 125 o. 923 o. 664 ______ ¡ _____ - o. 774 8.841 21. 65 

l. 088 o. 945 0.694 0.5 8.458 19.85 
------ ------

l. 205 l. 057 0.824 o. 772 8.336 19.15 
------ ------ ------ ------

l. 187 l. 033 O. 816 o. 787 7.99 18. 597 
------ ------ ------

l. 16 0.962 O. 784 o. 721 7.696 17. 791 
------ ------ ------

34. 381 

33. R 

32. 761 

31 876 

28.5 

26.0 

25. 195 

23. 871 

23.371 

Tñbla No 4. t. Influencia de la temperatura en el tiempo de re­

tenclOn relativo de las vltamlnas del complejo B. 1 niacinaml­

da, 2 tlamlna, 3 pJrldoxina, 4 ácido fálico, 5 rlboflavina 

fosf.1to, 6 clanocobalamina, 7 rlboflavlna base. Fase eslacio -

narla: columna ( 15cm x 4.6 mm d. l. l empacada con RsllC1aHL, 

10 µ. Fase "'óvi 1 : metanol / disolución acuosa de acetato de 

amonio 0.05 H 18.5 : 81 5 v/v.Dctecclón: 254 nm. Senslbllldad 

del detector 0.01 UA/mV. Flujo : lml/mln. 
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FIGlRA 4.1. EFECTO DE LA TEMPERAiURA 
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figura Jlo 11. 1. FSecto de la temperatura sobre la relenc16n de las 
vilamina.s del complejo B. 1 nlJ.clnamida, 2 tiamlna, 3 pirido:dna, 
4 .fcldo i::..lico, 5 rlboflavlna fosfato, 6 cianocobalamlna, 7 
rlbofla~·ina base. Fase eslaclonaria : columna ( 15 cm x 4.6 mm 
d. l. ) empacada con Rsi 1C10HL, 10 µ. Fase rnóvl l : metanol I 
disolución acuosa de acetato de amonlo 0.05 H 18.5 : 81.5. 
Detección 254 nm. Sens 1 bil ldad de 1 detector O. 01 UA/mV. Flujo 1 
ml/min. 

51 



TIEMPO DE RETENCION RELATIVO ( tr ) 
( minutos ) 

--------------
FASE MOVIL 2 3 4 5 6 7 
( HeOll: 1120 ) 

--------------
24 : '16 1.054 0.988 0.808 0.073 4.591 6.215 12.326 

--------------
22 : 78 l. 34 l. ?.34 0.997 o. 726 G.171 10. 414 17.49U 

--------------
21 : 79 1.502 l. 475 l. 158 o. 7 7.06 12.89 20. 155 

·--------------
20 : 80 l. 297 l. 278 0.916 0.524 7.952 16. 358 23. 898 

---------------
19.5 : 80.5 l. 815 l. 782 0.983 0.993 8.188 20. 134 27. 66 

---------------
19 : 81 1.606 l. 45 1.195 0.917 9. 417 21.959 20.012 

---------------
18. 5 : 81. 5 l. 293 1.169 0.817 1.05 10. '/'16 2ü. J J 31. 24 

---------------
18 : 8?. 1.563 1. 526 0.71il !.O 10. 592 ;~o. u 33. 2'17 

---------------
17. 5 : 82.5 l. 737 1. 649 l. 211 1.073 12. 24 33. 15 38. 4'/3 

---------------
17 : 83 l. 772 l. 757 l. 186 1.092 12. 784 38. 497 42. 32 

---------------
16 : 84 2. 135 2. 151 l. 451 1.615 15. 777 54. 431 

--------------- ---- -- ------
Tabla llo 4.2. Influencia del porcentaje de metano! en la fase 

móvil en el tiempo de retención relativo de las vitaminas dcd 

complejo B. 1 nlaclnamida, 2 tlamina, 3 plridoxina, t1 /icirlo fci­

lico, 5 rlboflavina fosfato, 6 clanocobalamlna, 7 riboflavlna 

base. Fase estacionarla: columna ( 15 cm x 4.6 mm d. l.O ernpa -

cada con RsllC10llL, 10µ. fase móvil : metano! disolución 

acuosa de acetato de amonio O. 05 M, variable. Temperatura : 28 

•C. Detección 254 nm. Senslbll ldad del delcclor 0.01 UA/mV. 

Flujo 1 ml/mln. • !lo e luyó antes de 70 minutos. 
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FIGIRA 4.2. EFECTO DEL% DE METANOL 

'1 

figura No 4.2. Efecto de la composlcl6n de la f;:u;c m6v\ 1 sobre la 
retencl6n de las vltamlnas del complejo B. 1 niacinamJda, 2 
tJamln,1, 3 pJridoxlna, 4 ácido fó11co, 5 tiboffavina fosfato , 6 
clanoccb;;. ! !~fna, 1 r1bofJadna base. Fase cstac\onar\a columna : 
empacada con Rs\ lCH1HL, 10 µ. Fase mt.>v\ l : mctanol : d\soluc16n 
acuosa de acetato de anivnlo O. 05 M, variable. Temperatura : 28 •C. 
Octecc\6n : 254 nm. Sensibi i \dad del detector O. O\ UA/mV. Flujo 1 
rr.l/rr.ln. 
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Otras experiencias real izadas a composiciones tie 

fase móvil fuera del intervalo re¡:>0rtado en la flgur-a 4.2 dierc;r; 

los resultados siguientes : 

- con menos del 16Y. de metanol, la retención de la c\anocobalar..ina 

y la rlboflavina base es exesiva. 

- con 30X de metanol en el elucnte, el orden de retención de la 

cianocobalamina y la riboflav\na fosfato se invierte. 

- con 50~ de metanol todos los salutes eluyen en el volumen muerte 

de la columna. 

De la figura 4.2 se dc·-luce que el intervalo en e1 

cual se pueden obtener buenas separaciones de la ciaraocobalamin::i y 

las rlboflav\nas, vitaminas que se encuentran cercanas nl pico d..:• 

interés, esta aproximadamente entre 22Y. y l"fX de metan\._ l. 

El porcentaje de metano l a escoger dcpendf.!ra de las 

concentraciones reln.l \vas de las '.·i ta:~inas. 

Es muy importante notar que r.l porcenta.je cte 

metanol debe st.•r· controlado siempre mlnuc\osamente, ya que 

cambios pequeños causaran Yariac\anes grandes en el tiempo de 

retenclón de la cianocobalamina. 

JV.1.2. DETERHINAC!ON DE LA LOllG!TUD DE O!IDA OPTIMA PMlA LA 

DETECC!ON. 

Se obtuvieron los espectros de absorción, en la 

reglón ultravioleta-visible, de la clanocobalamina ·~n l;i.s mezclas 

metanol:dlsolución acuosa de acetato de amonio 0.05 M sigu!entes : 

80 : 20, 50 : 50 y 20 : 80 v/v. 

No SI! observaron cambios en los diferentes 

espectros, al obtenerlos en las diferentes mezclas, por lo que tn 

la f\gura 4.3, se presenta solamente el espectro correspondiente a 

la mczc l~ 20 80. 
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.A 

278 361 550 nm 

Figura !lo 4. 3. Espectro de absorción de la clanocobalamlr,a en una 
mezcla n:etanol/dlsoluc16n ncuosa de acetato de amonto O.OS H en 
una propor·c! .. ,?O 80 ·-1/v. 
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Una vez que se determinó que el espectr-o de 

nbs?rci6n de la cianocobalamina no presentó cambios con respéclo u 

la composición de la fase móvl 1, se el lgl6 el máximo de 361 nm 

para la detcccl6n de la cianocobalamina po~ las siguientes 

razones : 

1} la clanocobala.mina presenta mayor absorclón 

2) la t1amlna y la niacinamida, qtJe comúnmente se presentan con 

las concenlraclones mas al tas en las forinulacioncs, no absorben. 

3) las vitaminas reslt1.ntes gen~ralmcnte absorben menos que a 

254 nm, longitud de onda comúnmente utilizada en los analisls 

cromatograf 1 cos. 

Finalmente, con la apl lcuc!ón del me lodo 

desarrollado, en las: figuras 4.4 y 4,5 se muestran lou 

cromatogr<J.mas del estándar de clanocobalnmi na y de la muestra 

preparada según se describió. 
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Figura No 4.4. Solución csté.ndar de clanocobaln111lna 0.0973 mg/1111. 
fase estacionarla : columna ( 15 cm x 4.6 n.111 d. l. ) empacada con 
Rsl IC1eHL, 10 µ. Fase ltt6vl l : metanol/dlsoluc16n acuosa de acetato 
de wr.onlo O. 05 H 19/81. Temperatura : 28 •C. Detección : 361 nm. 
Sensibilidad del detector: 0.01 UA/mV. flujo lml/mln. 

--=t" ----------------------------

B 

Figura Ho 4.5 . Aná.llsls de un comp1·linldo. A plrJdoxina, 
B cJanocobalatnln.i. Fase esta.clonarla : columna ; C 15 cm x 4.6 lllln 

':l. l. ) ~mpacada con El'> l IC1eHL, 10 ¡1. Fase mOVl I 
1tetnnol/dlsolucl6n acuosa de acclfllo de amonio 0.0!'.i H, HJ/81. 
Temperatura 28 •C. Detección 301 nm. Sc!nslbilldad del detector ; 
0.01 UA/rr.V. Flujo 1 r.11/mln. 

SI 
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IV. l. 3. LillEALIDAD Y PRECISION DEL S!STEHA 

Con el fín de asegurar que la r~cspuesta d·-·1 

detector, fuera proporcional a la concentración de Ja 

cianocobalamina en el intervalo a trabajar, se esltidió la 

llneal!dad del sistema. 

Los resultados se observan el el tabla !lo 4.3 y 

en la figura No 4.6 . 

Concent rae i 6n 
{ mg/ml ) 

0.0193 

0.0385 

0.0777 

o. 0973 

o. 1159 

0.1544 

0.2421 

Are a 

84581 
__ §!?!?~L­

!74447 
__ l?Qg~~--

342756 
__ ;!!\!Z~L 

414845 

--~m§L 
498151 

--~mºZ--
102514 

__ §\!~Q1L 
1040796 

__ 1Qm19_ 

Regresión l lnea! 

o. 9991 

o. 9982 

rn = 4343465. 665 ± 116603. 19 

b = 2684.0318 ! 14830.57 

Prueba de hipótesis para b 

Ho b = {l 
donde {l = O 

Ht b ~ ¡¡ 

c•Jc.= 0.3944 

ta.bl4$ (%/2,12 

donde a = O. 05 
tcalc. < tt~hlas 

2.179 

Tabla No 4. 3. Lineal !dad del sistema en el método de anál lsls de 

la cianocobalamlna por c:romatografia en fase lnv~rsa. r , coefi­

ciente de correlación; m,pendiente; b, ,ordenada al origen; ~o, 

hipótesis nula; l!t, hipótesis alterna; t valor de student ; '" 

nivel de slgnlflcancla. 
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Figura 4.6. LINEALIDAD DEL SISTEMA 
di!il.IA.TtJr';R.A.FlA EN F'i.(,( ltUER<>A 
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Flgura No. 4.6. Llneal !dad del sistema en el antt.l isls de In 
cianocobalamlna por cromatografia en fase inversa. r 2= 0.9982, 111 = 
4343465.665, b = 2684. 0318. Fase estacionarla ; columna ( 15 cm x 
4.6 mm d. L) empacada con R!illC10HI., 10 Jl. Fase m6vl 1 
metanol/disoluclón acuosa de acetato de amonio 0.05 M. v/v. 
Temperatura : 28 •C. Dctecc16n 361 nm. Sensibl l ldad del detector : 
O. 01 UA/mV. Flujo ; 1 ml/mln. 
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De los resultados se deduce, que el sistema es 

línea! ( con una sens!livldad r; 80.963 ), :;a que del anallsls de 

re-gres ion se obtuvo un coeficiente de correlación mayor a O. 98 y 

la prueba estadistlca de hipótesis para la ordenada al orl¡¡en 

indica que ésta puede considerarse Igual a o. 

r 2 > 0,98 

b o 
Los resultados de la precisión del slslema se 

muestran en la tabla No 4. 4 . 

AREA 

__ mzeL 
--~gg~-­
__ 1m~L 
__ 1ª!!!!L 
__ 1!'.rn§L 
__ HmL 

X ; 420568. 5 

D. E 6695. 803?. 

C. V !. 59 Y. 

Tabla No 4.4. Precisión del sistema en el anállsls de 

la c1anocobalrunina por cromatografia en, fase inversa. 

Solución O. 0973 mg/ml. x, promedio; D. E. ,desviación 

estándard; C. V., coeflclente de variación. 

Se obtuvo un coeflclente de variación aceplah!P 

considerando que Ja ciñnocobalamlna es un componente mjnorl tarjo 

en la muestra, que su pico esta l lgcrarnentc coleado ( factor de 

coleo T = l. 166 ) y que presenta una anchura de pico rcJativnmcutc 

grande, comparada con las otras vl tamlnas. 
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IV. 1. 4. LINEALIDAD Y EXACTITUD DEL ME"ICOO. C01HENWO DE 

CIAllCCOBALAHWA EN EL PRODUCTO COJ-'.ERCJ AL. 

Debido a que no se consiguieron los placebos de los 

comprimidos, Ja evaluación de Ja linealidad y exactitud del rnétodo 

se real izó através de una curva de adiciones patrón. 

Se adicionaron disoluciones con 

concentraciones de clanocobalamlna a diferentes porciones di.:> 

pulverizado del camprlmldo { con peso conocido } y se analizaron 

por dupl lcado. 

Se obtuvieron los valores de la concerltración 

adlc\0nada vs area y estos fueron corregidos ( para minimizar el 

error de los diferentes pesos ) con el peso del pul·;erizado para 

trazar la curva de concentración adicionada/peso de pulverizado vs 

area/peso de pulverizado, de la cual se obtuvo la c.:oncentraci6n de 

clanocobalamina por mg de pulverizado Xo (intercepto en la 

abslsa) 

Estos resultados se muestran en la tabla 4. 5 y en 

Ja figura 4. 7 

Posteriormente, a partir llC la cur·.·a de calibr·ación 

se calcularon las concentraclones correspondientes a. cada tino de 

los valores de area del experimento de adlcionl!S patrón. Estas 

concentraciones globales C.G.) Incluyen a Jos miligramos 

extraldos del pulverizado y a los miligramos adicionados, por lo 

que para calcular la concentración recuperada se real 1 zó lo 

siguiente 

cada valor de pe50 rl.c pul ver! za do P. i'.) fué 

mult\pl\cado por Xo para conocer las concent1·ac1ones plú'•Cnkntc.s 

solamente de los pulverizados (C.P.) 

( P. P.) l Xo l ; l C. P. l 

- a cada valor de concentracit'>n global se le restó el 

valor corr~~rondienle a la concentración de pulverizado. El 

resul lado fue la conccnlraclón recuperada { C. R. 

( C. G. l - ( C. P. ) = C. R. 

61 



----------- -------------
Peso pul v. Conc. adlc. 

( P. P.) 
mg mg/ml 

----------- -------------
618.90 0.00 

----------- -------------
618. 51 0.0912 

----------- -------------
618.64 o. 1356 

618. 11 o. 1820 

----------------
Are a Conc udlc./P. P. 

mg/ml / mg 
----------------

468975 0.00 

_1?~~~L -------- -----:;¡-
860479 J. 4738 X 10 

-~:!111?L -------------:;¡-
1078218 2. Jal6 X 10 

_1m?~~-
12r.s436 -;~~~~;-~-~~-:;¡-

-l?~?2Q1_ 

-----------
Area/P. P. 

-----------
757. 7557 

__ !§U~1L 
1391. 2129 

_!!E.l~~??~L 
1742.8844 

!I!!Ul:l~~­
;~os?. 1~0?. 

_!!~!;;~!!I L 

Regresión l incal para la curva de conc. adic. /P. P. vs area/P. P.; 

r = 0.9884 

r2
== O. 9968 

m ; 4385880. 61 ± 251455. 1 

b = 762. 5 t 49. 7324 

Xo = l. 7385 X 10 -
4 

Tabla. tJo 4. S. Adiciones patron para cJ anál l~ls de la ciw10 -

cobalamlna por cromatografia en fase inversa. r,coeflcicntc 

de corrclaclón; m, pendiente: b, ordenada al origen; Xo, in -

terccpto en Ja abslsa. 
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FIGIRA 4.7. ADICIONES PATRON 
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Ft.e,ura <\. 7. Curva dP. adiciones palr6n para el a~álisls de la 

~;~~~~~~,~~~m~n~ ~~.~~o~~t~gr~r713~5cnX r~;e_4t.nve~=:~ r c:t~~;:~!~i: 7 
columna ( 15 cm x 4.6 mm d.\.) empacada con RsilC1aHL, 10 µ. Fase 
móvil : metanol/d\soluc\6n acuosa de acetato de wnonlo 0.05 H. 
v/v. Temperatura : 28 •C. Detección 361 nra. Sens\b\l \dad del 
detector : 0.01 UA/mV. Flujo ; l ml/mln. 
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Finalmente se hizó el análisis de regresión lineal 

con los datos de la curva de concentración adic\onti.da '.'s 

concentración recuperada. 

De los resultados, que se muestran en la tabla No 

4.6, y la figura No 4. 8 • se observa que el método es ! lneal, ya 

que el coeficiente de correlación es mayor a O. 98 y de 1 as 

pruebas de hipótesis se concluye que la pendiente puede 

considerarse Igual a 1 y la ordenada al origen Igual a O. 

r 2 > o. 98 

m " 

b " o 
La exactl tud se determinó con lo5 porcentajes 

recuperados de cianocobalamlna en las muestras adlclonadas. Estos 

se presentan en la tabla No 4. 7 . 

De la prueba de hipótesis se deduce que se recupel'a 

el 100 r., es decir que el método es exacto, aunque el coeficiente 

de variación es relativamente allo, probablemente debldo a 

varlaclones en la preparación de la muestra. 
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Peso pulv. conc.adic. Conc.glob. Conc.pulv. Cene. recup. 

{ P.P.) 

6l8.90 

618.51 

618.64 

618. 11 

mg/ml 

0.00 

0.0912 

o. 1356 

O. 1820 

( C.G.) 
mg/ml 

o. 1074. 

___ Q~!Q'=!L 
o. 1975 

___ Q~!!!!L 
o. 2476 

___ g~g;?;g __ 
0.2914. 

___ Q~g'=!§L 

{ C. P.) 
mg/ml 

o. 1076 

o. 1075 

o. 1076 

o. 1075 

( C.R.) 
mg/ml 

º·ºº 
____ Q:QQ _____ _ 

0.0899 

____ Q:Q'=!§L __ 
0.1401 

_ ___ Q:!~§§ ___ _ 
0.1840 
0.1787 

Regrcsl6n llneal para la curva de cancenlracl6n adicionada vs 

concentrac i 6n recuperada 

Pruebas de hlp6lesls. 

para la pendiente : 

Ha m = li donde ó 
Ha m ~ li 

r = o. 9981 

r 2= O. 9961 

m = 1.0121 ± 0.0735 

b = -2. 9676 X 10 -4. ! 8. 9g4·1 

tcalc. = 0.4030 

ltablas a12,e == 2.tlt1.1 

-3 
10 

lc.slc < ttal.olas Cl = 0.05 

para la ordenada al origen 

Ha b = f3 donde f3 = O 
lcalc. = 0.0808 

llo b ~ fl ll.iblas CL/2,U:::. 2.4117 

lea.le. < tt .... blds, a: 0.05 

Tabla No 4.6 . Linealidad del método del an:illsls de la clanoco­

ba}amina por cromatografia en fase inversa. r,coeficientc de 

correlación¡ m, pendiente; b, ordenada al orieen; Ha, hlpótcsis­

nula; HI, hlpólesls alterna; a, nivel de slgnificancla; t. 

valor de student. 
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FIGURA 44.6. Utf:ALIDAO DEL METODO 
tJ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~-
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figura No. 4. 8. Lineal ldad del rnélo<lo de anó.1l"iiS de la 
clanocobalamlna por cromatoar

4
'\ria en fo.se inversa. r ::: o. 9~61; m 

= 1.0121; b = -2.9676 X 10 . Fase estnclonaria: columna l 15 
crri x 4.6 mm d. l.) empacada con Rsi lC11;1lL, 10 JJ. Fru.·>1! m6vl l 
melanol/d1soluci6n acuosa de acetato de amonio O. OS H. v/v. 
Tcmpt?ratura : 28 •C. Oeteccl6ti 361 nm. Scnslbl 1 idad del dct~ctor 
0.01 UA/mV. Flujo ; 1 ml/mln. 
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------------- --------------- ------------
Conc.Adlc. Conc. Recup. X Recobro 

------------- --------------- ------------
0.0912 o. 0899 98. 6868 X = 101.2719 

0.0867 99.0028 D. E. 3. 5530 
------------- --------------- ------------

o. 1356 0.1401 103. 3080 c. v. 3. 55 X 

0.1820 0.1840 101.0657 

____ Q~E~Z _____ ---~~~ E~Z--

Prueba de hlpólesls para la exacli lud 

Ho x = µ 
donde µ = 100 

H1 

tcalc. = 0.5062 

tt.ablas Ct/2, 4 =- 2. 776 
!l = 0.05 

tcalc < ttablds 

Tabla lle 4.7. Exaclltud del método de análisis de la clanocoba -
lamina por cromatografía en fase inversct. X. r~ror..~dlo; O.E. ,des­
viación estándard; C. V., coeficiente de variación; Ho, hipóte -
sis nula; lh, hipótesis alterna; o., nivel de significancla; t,. 
valor de studcnt. Las concentraciones se ¡jan en mg/ml. 

Como ya se mencionó anteriormente, el ·.•alar de Yo 

es la concentración de ctanocobalamina por mg de polvo, entonces, 

para conocer la concentración de clanocobalamina por comp1~imido, 

Xo se multiplicó por el peso equlvalcnle a un comprimido (607mg). 

Asi. la concentración es : 

o. 1055mg/ml o l. 055 mg/comprlmldo 

Para verificar si la cantidad de cianocob-alamlna 

indicada por el fabricante ( mg por comprimido J, fuó Igual a la 

delermlnada, se calculó el intervalo de confianza para Xo ( a 

partir de un análisis de regresión llneal para la curva de 

adiciones patrón, con la inversión de las variables. 

El valor de Xo con su intervalo de confianza es 

l. 7278 X 10 - 4 
! 4.875 X !O - 5 

67 



transformando a valores de concentración : 

O. 1055 t O. 0296 rng/ml 

el limite superior es : 

O. 1345 mg/ml o l. 345 rng/comprl11ldo 

el limite Inferior es: 

O. 07529 mg/ml o O. 7529 mg/comprlmldo 

como el valor reportado por el fabricante esta Incluido dentro del 

intervalo de confianza, el producto sl contiene la cantidad 

especificada. 

IV. l. 5. CONCENTRAC!Otl HIN!MA DETECTABLE 

La concentración mlnlma detectable ( C. H. D.) fué 

calculada a part Ir del l lml te superior del Intervalo de confianza 

de la ordenada al origen de la curva de la concentración 

adicionada vs la concentración recuperada. El valor de In ordenada 

al origen con su intervalo de confianza es 

-2. 9676 X 10 - 4 
t B. 9847 X 10 - 3 

el limite superior es : 

8. 6879 X 10 - 3 

En la ecuación 

y ; l. 012lx - 2. 9676 X 10 -
4 

se sustituye en "y" el valor del limite superior, y se despeja "x" 

para obtener la concentración minima detectable. Asi : 

C.H.D. ; X; 8.6879 x I0-3 + 2.9676 X 10-4 

1.0121 

C. H. D.; 8. 88 X 10 - 3 mg/ml 

Como se observa, con este método pueden detectarse 

bien, hasta decenas de µg/ml. Para el caso en que se quisieran 

cuantificar concentraciones menores, del orden de las unidades de 

mlcrogramo, se sugiere optimizar y validar el método con una 

sensibilidad del detector mayor. 
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1V. 1.6. l'RECISH»I DEI.. HEroOO 

Para conocer el grado de concordancia entr-c los 

resultados sucesivos obtenidos con el llétodo, bajo las '1lsmas 

condiciones de trabajo ( anal lsta, aparato, tie"po ) , se hizo e¡ 

experl11ento de repetibll ldad anal izando por trlpl !cado 4 muestras 

di rerentes { ver tabla No 4. 6 ) . 

Muestra 11g/al 

2 

0.1104 

0.1127 

_____ \U!?.L ____ _ 

0.1137 

0.1163 

o. 1172 

3 o. 1090 

o. 1146 

4 

____ Q~!.H!L ____ _ 
0.1165 

o. 1175 

_____ Q~!!éQ _____ _ 

x = 0.1142 

D. E:. = 2.634 X JO - 3 

c. v. = 2.306 :( 

Tabla No 4.8. Repetibllidad del método de análisis de la 

clanocobalaalna por cro11atografia de líquidos en fase· 

Inversa. x, promedio; O. E:., desviación estandard; C. V., 

coeficiente de variación. 

El coeficiente de variación de todas las concentraciones 

determinadas, aunque es inayor al 2 r.. puede considerar.se aceptable 

considerando que la clanocobalamlna es un solulo minoritario, que 

tiene un pico un poco coleado, y que llene una anchura grande, 

co'1parado con el de las otras vitaminas. 
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Por otra parte, para conocer el grado de concordancia 

entre los resultados lndl viduales obtenidos con el mismo método 

¡;ero bajo diferentes condiciones de trabajo, se hizo el 

experimento de reproduclbl lldad, analizando por trlpllcado 3 

diferentes muestras cada dia. durante 2 dlas diferentes y con dos 

anal Islas. 

Las tablas 4.9 y 4.10, muestran respectivamente los 

datos obtenidos y el análisis de varianza de los mismos. 

D 

A 

0.0980 

o. 0984 

0.1038 

0.1006 

0.0976 

o. 1002 

ANALISfAS 

o. 1000 

o. 1010 

o. 0994 

o. 0975 

o. 0980 

o. 0988 

X = 0.0994 

D. E. l. 8194 

c. v. l. 82:1 Y. 

Tabla No 4. 9. Datos de la reproduclbi l ldad del método de 

anál Is Is para la clanocobalamlna por cromatografla en 

fase Inversa. x , promedio; O.E., desviación eslándard 

C. V. 1 coeficiente de variación. Las concentraciones se 

dan en mg/ml. 
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Fuente Grados Suma Fea le 

variación libertad Cuadrados 

Media 

Cuadrados 

IXI 1.149 X I0-6 1.149 X 10-6 0.33 

131 2 6.97 X !0-6 3.486 X 10-6 0.988 

Fteor 

18. 51
1 

--~ ~; ;: ~-------~------;~ ~;;-;-~ ~= ¡¡--;~ ~~;-~-~ ~ :¡¡---------------- -

Modelo estadlsllco: Y1¡• = µ+al• ó¡111 + cktlJI 

t Ft.eortca o.os, 112 

2 fleor\ca 0.05,2/8 

Tabla No 4.10. An:ilisls de varianza para la reproducibllidad del 

método de anal isi!:> de la cianocobalamina por cromatografia de 

l iqu\dos en fase inversa. Yt Jk, concentrnctón; µ, media general: 

cu, efecto del analista; óJll), efecto del dla.: Ckl 111, error 

experimental; F, valor de Sncdccor. 

Del aná.t is is de val"'ianza se observa que las 

Fca1culada& son menores que las Ftcorlcas, por lo tanto, no hny 

diferencias significativas entre analistas 'I entre dfas, sicm!c 

reproducible el método, ademas de que el coeficiente de variación 

en menor a 1 2Y.. 

Se utilizó un modelo estadistico con una variable 

anidada porque los dias de anallsls fueron diferentes en lodos los 

casos, es declr se realizó lodo el estudio en 4 dias. 

Es Interesante notar que el coeficiente de 

variación del experimento d~ rcproduclbilidad sea menor que el 

coeficiente de variación del experimento de repellbllldad. Cabe 

:iclarar que se real izaron con columnas, que aunque iguales en 

composición, dlferlan en eficiencia. La eficiencia de la columna 

puede inI'luir en la precisión resultante de la integración del 

pico de !<:\ clanocobalamina, ya que como se ha mencionado 

anteriormente, éste presenta un ligero coleo y una anchura 

considerable. Así al tenerse picos m:ís delgados, hay menos 

·;arlaclón. 
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IV. l. 7. ESTABILIDAD DE U. lfJE5TRA 

Se procedió a probar la establ lldad de algunas 

muestras del experlioento de reproduclbllldad. Estas .....,,tras, que 

se guardaron a te•peratura ambiente y protegidas de la lui, se 

volvieron a anal izar despues de 24 horas. 

Se hlz6 una prueba estadlstlca de hipótesis para 

conocer si el cociente concentración lnicial/concentraclón después 

de 24 horas, era Igual a I, ya que éste se acercara lli\s a Ja 

unidad conforne 11enos diferencias existan entre ambas 

concentraciones. 

De Ja tabla No 4.11, se deduce con una confianza 

del 95 X que la muestra es estable durante 24 horas porque la 

tcd.lc1.1lad11 es menor que la ltablas s le•pre que ésta sea 

conservada protegida de la luz. 
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--------- ------------- --------------
Muestra Conc. lnlc. Conc. 24 hrs. 5/1 

mg/ml (1) mg/1111 (Sl 
--------- ------------- --------------

0.1015 0.0992 o. 9779 
--------- ------------- --------------

2 o. 0987 0.0981 o. 9942 
--------- ------------- --------------

3 0.0980 0.0967 o. 9863 

0.1045 0.0981 0.9375 

S/lpro• = 0.974 

D. E. = O. 0252 

Prueba de hipótesis para Sil 

Ho Sil 

c. v. 2.5911' 5/1 ~ 

te•le = 2.061 

lt.ablas «12,2 4.303 

tca1c < ttablas , CL =O.OS 

Tabla No 4.11. Establ l ldad de la muestra en el 

anállsls de la clanocobalamlna por cromatografla 

en fase inversa. Sil proa, promed1o del cociente 

Sil; D. E., desviación estándard; C. V., coeficiente 

de variación; Ho, hipótesis nula; lit, hipótesis 

alterna; t, valor de student. 

IV. l. 8. ESPECIFICIDAD Ell ANALISIS DE ESTABILIDAD 

Para determinar la especlflcldad en establ lldad del 

método en relación a los productos de degradación de las 

vitaminas, se expusieron a la luz solar muestras de materia prima 

de las ''ltar.i\nas que absorben a 361 nm, durante un mes. En las 

figuras ~.9-4..13, se muestran los cromatogramas de estas 

vitaminas, .;,i;:~pués del tiempo mencionado y se obsel"'va que los 

productos de degradaclón lnterfleren en el anal !sis de la 

clnnocobalamlna ( a excepción de la rlboflavlna base ), por lo que 

se deduce que el método no puede util Izarse para estudios de 

estab\ l ldad, solamente para control de calidad. 
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Figura No 4. 9 . Pir!dor.1na después de exJJOsicl6n a luz solar. J, 
pJrJdoxina. F'"ase estacionarla colu:ina ( l5cm X 4.G:nrn d. L J 
er.ipaeada con Rs1 lCrnHL, 10 µ. fase Mv11 : t1etano/dls-0Jucl6n 
acuosa de acetato de a:nonlo O.OS !i 19/81 v/·~· Tei:-,perat1.1ra ; 2B·C. 
Detecclón ;361 nm. Ser..s\bllldad del detector 0.01 UA/riY. flujo 
1 llllmln . 

. : .. ' 

7 

Figura ~io ~-10. Rlboflnvin'.l después de exp-::>slclón a la luz solar 
7, riboilddnil. Fi!se c!.>lacior,ar-la ':.?lu~r.>.: 115 CH\ X 4.S mm d. l.} 

Rs\1C1aHL, lO µ F'nse reóvll net..tiMl/disQlucl<'.n aci..:::sa de 
rtcetatc d~ runon10 •, - ~~ ·;h. Ter..f.ef''lh .. rn. · 28 •C. Oete-::c!ón : 361 
n~. Senstbi?ldad tlel dci.:ctor D.úl UA.lir.V. f}ujD lml/n:in. 
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f"l_gure. No 4. 11 • Acldo (61 ico desputs de cxpos1c1on a luz sol ni'". 
4- •. kltJo fólJc.o. fase estaclonar-ia cc,lu11.1na <Hiera X 4,6 mifl d. L J 
empac~da cQn RstlC11JttL, 10 ¡,i. Fase 11!6vil f»C'tanol/dlso1uci6n 
acuo$t:L de 11Cettlto d~ a.1110nlo O, OS H 19./t:U. Tc-n:pcrnt ura <!U ·l 
DeteceJón ~ 361 hm. Scnstbilldad d~l detector : O_QJ llA1~v. 
fluJo} l tril/tnlrJ. 

,,,,C:: 
flg;ura tlo 4.12 Fosf'at.o dP ríbf..¡.fJtwln<>- después de c:<poslclon n 1<1 
luz !>olar. S, fo!;filto dé! riboOavln.1 fa.se e!:;tactonarla :cl)Ju;1;1na 
( 15 ~t'I X 4, 6 Jnm d. t. ) empAcada CQf¡ R!<i krnHL. 10 µ. ra~e v.óvl J ; 
e:etanol/dlsoluclón n:CUC)SO. cJe acH:i.tCl dt: t\f",:>nfo O. OS M 19/BJ v/v, 
tetr.pcrutur-11 ; 2$ •C. Oetec;ción '.361 nll!:. Senslblll<l1:1d del 
det.cCt!?r: O. Ol UA/r..'./. Flujo 1rnl/mln. 

15 
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Flgura tlo 4.13. Clanocobalamlna después de cxposlc\6n a la luz 

solar. 6, clanocobalamina. Fase estacionarlo. : columna ( 15 r:m x 
4. 6 mm d.1.) empacada con Rsl lC1eHL, 10 µ. F'ase móv\ 1 
metanol/dlsoluclón acuosa de acetato de amonio O.OS H. 
v/v. Temperatura: 28 •C. Detección 3Gl nm. Scnslbllldad df?l 
detector : O. 01 U.VmV. F'lujo ; l ml/111\n. 
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IV.2. KEroOO POR CROHATOGRAFIA DF: PAllES DE IONES. 

CoJ!JO se mencionó anteriormente est.e método se 

reallz6 con un gradiente de eluclón con la utlllzaclón de un 

forcador de pares de Iones en la fase 1116vll, que fué el 

ocli>.nsulfonato de sodio. La figura No 4. 14, muestra el 

cromatograma de la separación obtenida. 

Se trabajó únicamente con materia prima de las 

vitaminas mencionadas y un estándar de clanocobalrunlna, por lo que 

la apl lcac!ón del JOétodo se real Izó sobre una mezcla de todas las 

vitaminas en concentraclones semejantes a un lnyect.able común. Los 

resul 1 lados de los experimentos de llnca! !dad, prcclsl6n, 

exactitud y especificidad se describen a cont lnuaclón. 

IV.2.1. LINEALIDAD Y PREC!SlON DEL SISTF.HA. 

Para verificar que la respuesta del detector fuera 

proporcional a la. concenlraclón de la cia.nocobalaminn. en eJ 

intervalo a trabajar se estudió la linealidad del sistema. 

Al igual que el método anterior, se usó la mt~dlda 

de áreas para el análisis de la clanocobnlamina, ya que as\ se 

pudieron obtener resultados mas precisos. 

Los resultados que se presentan en la tabla No 4.12 

y en la figura No 4. 15, muestran que el sistema es lineal, ( con 

una sensltivldad 7 : 32.115 l puesto que se obtuvo un coeficiente 

de correlación mayor a 0.98 y la prueba estad!stlca de hipótesis 

para la ordenada al origen indica que ésta puede con!;lder;,rsc 

igual a cero. 

r 2 > 0.98 

b " o 
l.a precisión del sistema fué determinada Inyectando 

por qulntupl1cado una mezcla de vitamlnas con aproximadamente 100 

µglml de cia.nocobalamina, cuyos resultados se muestran en Ja tabla 

No.4.13. 
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e e::: ___ _ 

"· "' F 

figura No 4, 14. Hezcla de vitaminas hidrosolubles. A, niaclnamJda; 
B, pJridoxJna; C, rlboflcl\'ina; D, acldo folleo, E, 
ctanocobalamin3; f, tJamJna. fase estacionarla : colu:nna ( 15cm X 
4.6mm d. i.) empacada con RsilC1aHL, 5 JJ. Fase móvil : A = 20% 
metanol:tetrahidrofurano (97:3)/90~ disolucion acuosa de HClO!. 
O.OlH v/v, con octansulfonato de sodio O.OOSH y B ;: 45% 
ir.t!tanol:lelrahidr-ofurano (97:3)/ disolución ac1iosade HC104 0.01 H 
v/v,, en gradie:·: 0 ri<> eluc16n cóncavo. Ten1peratura 28•C. Detección 
25·1 n;.. Sl>nsibilicfad del detector 0.01 UA/mV, Flujo. 1 ml/r:iln. 
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Concentrac!6n Area 

mg/ml 

0.0211 81507 

___ !Z?§L __ _ 

P.egreslón 1 lneal 

r = o. 9952 

r .: 2 0. SS(i-1 

0.0421 145377 

___ l§Q71L __ 

406726 

---~QªQ!!__ __ 
506356 

m = 3914477.t,lR ! 2'/2042.15 

b = 27964. 2242 ! 42837. C.39 

0.0851 
Prueba de hipótesis para b 

0.1057 

---~§?Q1L_ __ 

f{o : b = /l donde b = O 

H1 : b ~ J3 

0.1692 672267 tcalc. = 1.'i53 

___ §?!§§§ ___ _ tl.Jbl 1'5 a.12, 10 2. 228 

0.3157 12-l9329 
donde o: = O.OS 

---E~Qfü __ _ tcalc > tlablas 

Tabla No 4.12. Linealidad del sistema en ol analtsis de 

la clanocobalamina cromatografía de pares de iones. r, 

coeficiente de correlac\6n; m, pendlcnle, b, ordenada al 

origen; Ho, hlpótesls nula; H1, hipóle:sis :i.tt~rna: n, 

nivel de stgnificancla; t, valor de Student. 

Arcas 

___ :!1§§!Q __ _ 

---~~Z~§L_ 

---~~?~~ª---
---~~~§?§ __ _ 

339757 

X = 355838. 4 

D. E. = 8879. 475 

C.V.= 2.49 X 

Tabla t:o 11 1 3. Precisión del sistema para el método 

de anál lsls de ta c1anocobalamina por cromatogra­

fia de pares de iones. ;:, promedio; D. E., desvia 

clbn cstándard; C. V., coeflc\ente de variación. 
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FIGURA 4.15. Lltf:ALIDAD DEL SISTEMA 

•l_¡_ 
1 

·:j 
1 

. '1 
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¡ 
1-l 

1 
r. ·~ .J .. ! 

~.9 ·~ 

'11: .J / 
.. 1 ,, 

"" _¡ / • - 1 /Q 
•• 1 / D 
.. 1 ,-¡;¡ 

o,. 
/ 

fl/ 
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F'igura No. 4.15. Linealidad del sistema para el an3.llsl~~ rl.c la 
clanocobaJa.mlna por cromatografia de pares de ionc..•s. r

2
;:: O. G904; m 

"" 39144Tl.418; b = 27!JG4. Fase estacionarla : columna {15cm X 
4.6mm d. i.) empacada con HsilCrnHL, 5 µ. Fa!.il! rrióvt t ;.. = ;?O% 
rn~t;;inol:tetrahidrofurano Ul7:3)/80'l. disolucióri acuosa de HClOt 
O.OlH v/v, con oclansulfonalo de sodio 0.005H y B = ll!;r. 
metanol:tctrahidrofurano {97;3)/ dlsoluclón ncuosad~ HCW-l 0.01 H 
'//v., en grad1cnle de elucl6n cóncavo. Tempcratur·a 28•C. Dr:tccclón 
254 nm. Senslbl 1 ídad deJ detector O. 01 UA/mV. f'!u,Jo l r.il /ruin. 
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El coeficiente de variación, aunque es l!geramente 

mayor al 2 X, puede considerarse aceptable, ya que la 

cia.nocobalamina es un componente mlnorl tarlo que presenta un pico 

algo coleada factor de coleo T = !.07 } y con anchura 

considerable, además de que no presenta el efecto de gradiente 

caract.erístlco de la mayoría de los picos, en donde éslos no 

llenen ar.chut·as dependientes del tiempo de retención, a d\ferench1. 

de lo que sucede en la eluclón lsocrática. También es importante 

tomar en cuenta que en un an<\llsls cromatogra..f1co por pares de 

iones, tos picos son s1empre más anchos. 

!V. 2. 2. LlflEALlDAD , EXACTITUD Y PREC!S!ON DEL HETODO 

La lineal idud del método se determinó adiclonando a una 

matriz de vilamlnas sln la clanocobalamlna ), difcrcritez 

conc~ntracloncs de clanocobalamína estándar. Del análisis de cada 

disolución se obluvo la concentración recuperada 

cianocobalamina en base a la curva de calibración. 

El anúl lsls de regresión l lncal indicó lu re!acl61> 

'.!X1st.ente entre la C<:nccnt ración ndlclonada y la conccntracton 

recuperada. C<Jmo puede ~ibsc:rvarse en la tabla fJo '1. 14 y en la 

figura No 4. !6 , se presento una r~lación l lncal aceptable puesto 

que el coeficiente de correlactón fue mayor a 98 y se aceptaron 

las hlpótesjs que establecen que la pendiente puede considcr·crse 

!gua! a la unidad y la ordenada al origen igual a cero. 

r 2 > 98 

b ~ o 
Con el porclento de recobro de cada una de las 

disoluciones, que fueron anal izadas por trlpl leudo, se determinó 

la exactitud del método. Estos cálculos también se encuentran en 

la tabla No 4. 14 , de donde se observa que el método es exacto, 

puesto que se recuperó el 100 X, como lo indlc<'.t la. prueba de 

hlp6tes1s para Ja media . 
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------------
Conc. adlc. 

mglml 
------------

0.1142 

------------
o. 2284 

o. 2998 

----------
Are a 

----------
464700 

466851 

--~ZZ§§§ __ 

923285 

906190 

1197241 

1241678 

-------------
Conc. recup. 

mg/ml 
-------------

0.1157 

O. 1121 

___ Q:..!!~ª----
o. 2287 

o. 2244 

o. 2987 

0.3101 

-------------
" Recobro 

-------------
97. 6&12 

98. 1622 

__lQQ~~§§Q ___ 

!OO. ~2·16 

98.21W 

99. 6207 

103. 4067 

Regresión l lneal para curva cene. adlc. vs conc. recup. 
Datos : r = O. 9379 

r 2 = o. 9908 
"' = 1. or.s5 11. 0607 
b = -8. 2;55 10 -J! O. 0138 

Prueba de hipótesis para m 

Ho m = ó donde ó = l le.ale:= 1.929 

H1 : m ~ ó ttAblas 0:./2,7 2.365 
a :: 0.05, tc:.,lc < ttablas 

Prueba de hipótesis para b 

Ho : b = /3 donde fl = O tea le 1. 406 

Ht : b ~ J3 

Prueba de hipótesis 
Datos 

Ho X = µ 
donde µ 

Ht X $ µ 
= 

tcalr. < ttabl.is 

para la exact 1 llJd 
x = 100. 5468 
D. E. = 2. 609 
c.v. = 2.595 

100 
te: a 1 e = o. 5575 

ll <'!oL 1 olS ll/2. 7 = 

le ol le < ltabl as 

2 365 

Tabla No 4. 14. Lineal id"d y exactitud del método de 

cinál is!·- i.-. la r:\anocobalamtna por cromatografía de pa­

re~ de icncs r. cocflclente de cori~clación: m, pendlen 

te; b, ordcnad:;i. ;1l ori.gen; >:, prorr;cdio de los porcenta­

jes Lle rcccliro,D.E. dcsvin.cl6r. e5tindard; C.V., coefi­

,~iente dt variación, Ho, hif;ótcsis r.ula; Ht, tilpótesis 

alt"!rna; t. valer de Studcrit; a.. nlvel de sicniflcancia. 
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FIGURA 4.16. UtEAUDAD DEL t.ETODO 
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Figura No. 4.16. Llneal tdad del mólodo de antil lsis de la 
clanocobalam:lna por cromato.fd'afla de pare~ de iones. r

2
=0. !3958: m 

-=-. 1.0495; b = -8. 2155 X 10 . Fase estacionarla : columna ( l5cm X 
4..6mm ci.t.} empacada con RsllCteHL. 5 jt. Fase móvil A :::; 20~ 
rneta.nol: tctrahldr'ofu1ano (97:3)/BOY. dlsoluclón acuosa de HCJ0.-
0.0lH v/v, con or.lansulfonato de sodio 0.005M y B = 45~ 
rnetanol:tetrah\drofurano (97:3)/ disolución acuosadc HClO.i 0.01 M 
v/v., en gradiente de elucl6n cóncavo. Temperatura 2B•C. Deteccion 
254 nm. Sensibl 11.dad del detector 0.01 UA/mV, Flujo 1 ml/min. 
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Cabe notar que se hlcleron pruebas para la 

n· .~'Jperac ión con ~ol uc\ones por abajo de 1 l nter\.'alo est udl ado. de 

:-.irroxlmadarn~nt.e O. 01 r;¡g/ml y O. 03 mg/ml y se encontro que dí" li.1s 

primeras se recuperó alrrededor del 55 ~ y de las segundns 

alrrededor d~l SO %. Esto podría deberse a que la clanocobalo.mlnu 

en soluciones rnas d\:ulda.s e!> ine~table en presencln. dt"' la~; ot1·n~; 

'.'il;:unínas. 

La preclslón fué cval uada snln.mcnlc L'l.10 111 

rcpctlbil!dad en los aruillsls de cada una de ln~; mc.:l~}U!i 

adicionadas c:on clanocobalamlna. Se obtuvo un cocfh:lt!nl~ dl· 

variación que puede COl\Sidr!l'it.l'SC accplablL·, tomando cnL'\lt:nta la~. 

caracterisl icas del pico de la. clnnoL'obalümltm, 4t1t• ya fU• 0 1'1111 

dt-$crllas. 

!. V. 2. 3. CONCEtlTRAC!ON H!NiMA DETECTABLF 

La concenlrac16n minlma dr.1 cc-tablf' fur. cal1:ul;ut:1 a 

partir del limite superior del lnt~rv:1lo de t:onria111:1 d1· Ju 

ordenada al origen de la curva de con•'••ntrac!On adiclnnac1a V!: 

concf!nlraclór1 recuperada. 

f:l valor de la ordenad;'\ al or·ig"n coo su lnlcrv;do 

de confianza es 

- 8.2155 X 10 -
3 

± 0.0138 

el l iml le superior es 

5. 6004 X 10 -
3 

En la ecuación 

y• l.0495 X - 8.2155 X lO -J 

donde x = conc:entraclón in.llcionadu y y = concentración r•:cupcr·ada 

se su5lltuye en y el valor del limite superior, y se cJm;p<:Ja z 

para obtener la cor1ccnlraci6n minima d~lcctable: 

C.M.D. =X. 5.6004 X 10 -J + 8.2155 10 -
3 

. 0495 

C. 11. D. = 0.0132 mgtml o 11 ¡ip,/ml 
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Esto indica que se pueden detectar bien las decenas 

C•: mlcrogramos por ml 111 l tro. 

!V.2.4. ESPECJflClDAD EN ANAL!S!S DE ESTABILIDAD 

Al hacer el estudio de la especificidad, en los 

cromatogramas se observó figuras 4.17-4.22 )que solo se 

obtuvieron productos de degradación detectables de la nlaclnam\na, 

con un pico en 9.159 minutos, que lot.erferlrla en el análisis de 

la piridoxlna, 'I de la riboflavina que es altamente sensible a la 

l U:l. De las olras vitaminas no se obtuvieron productos de 

degradación detectables. 

Entonces, este mt-todo es espectflco para la 

cianocobalamlna, siempre y cuando Ja rlboflavina no este presente, 

y p~1ra las demas vitaminas se puede decir la mismo. a excepción de 

la plrldoxlna. 
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Figura No 4.17. Cianocobalamina después de exposición a la luz 
solar. E, clanocobalamina. Fase esta•;lonaria · columna (l5cm X 
q.6mm d. i. 1 empacada con RsilCtBHL, 5 p. Fase móvil : A = 20X 
metano!: tetr<c:::urofurano (97:3)/BOY. disolución acuosa de iiCID• 
O.OlH v/v, con oct.ansulfonato de sodio 0.00511 y B 45% 
metanol:tetrah!drofurano (97:3)/ disolución acuosade HClO• 0.01 M 
v/v., con octansul fonato de sodio O. 005 M en gradiente de e lución 
~ónca·m. T•Jrn~rat 11ra 28• C. Detección 254 nm. Sens l bil ldad del 
detector· O. 01 lJA/mV. Fl u.Jo 1 mi/mi n. 
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Fiiura tki 4.18. Nlaclnamlda después de exposlción a la luz solar. 
A, niacinamJda. Fase estacionarla : columna (15cm X 4.Gmm d. L J 
em¡xi.cada con Rs1 lCt!:IHL, 5 µ. Fase ~6·111 A 20Y. 
u.etanol: tetrahldrofurano {87; 3)/80~: dlsolucl.ón acuosa de HCl04 
O. OlM v/v. con octar.sulfonato de ~odlo O. OOSM y B = 1151. 
metanol:tetr- :..:; )fura.ni) {97:3)/ disoluclón 01r.uosade HC104 0.01 H 
·11v. ,con <Jctai:~ulfonato .Je sodlo O.ú05 H gradiente de eluclón 
conca•:v fcm~rat\.:ra 28<. :J.eteccl6n 25<1 nr.:i. Senslbi 11'..lad del 
Jetectoi- 0.01 UA/r...V. Fl'..l.Jo 1 m\/min. 
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flgura tlo i;.19. PJl"idox1na dCS!JUÓs de exposición a la luz !iolnr. 
B. plrldox1na. Fase esta.clonarla : columna Ct5c11t X 4.Vrnm d. l. J 
empacada con ns 1 J CrnHL. 5 µ. rase móvil A = 2m: 
r:ietanol:tetrahidrorurano (97:3}/SOX d1solucl6n acuosa de HCI04 
O.OlH v/'V, con octarisulfonato de sodio 0.005 H y B = <i5Y. 
met<mol:tetrahidrorurano (97:3)/ disolución ucur.>sadc llCWt 0.01 H 
v/v. con oclunsulfonalo de sodio 0.005 M. en gradiente de eluc16n 
cóncavo. Temperatura 28•C. Ot:lección 254 nm. Sünsíbi l ldad del 
detector : 0.01 UA/mV. flujo : 1 ml/mln. 
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figura Uo 4. 20 , Riboflavlna dcsplJéS Je t::'xposici6n a la lu~ solar. 
C. riboflavtria. Fase estaclonarta columna (1Scrn X 4.Smm d. i.} 
empacada 1·on Rsl lC10HL, 5 µ. Fase r.:ó•J\1 A 20:-'. 
roelanol: tetr;·· ... "!.t·ofurano {97: 3)/80% disolución ~cuo5"3. de HCIO.; 
0.0\H v.'v, c::11 oclansulfonato de sodio 0,005 H y B "" 457. 
mctanol: tet¡·ahldrofurano {97:3J/ dlsoludén acuos:ade HClO• 0.01 N 
v/v, con octansuJfonato de sodio O 005 M. €~n gradiente de ctuclón 
cóncavo. Temperatura 2B•C- Detección 254 nin. Sensibilidad del 
dt:!lec:cr : O.OJ UA/mV, flujo 1 ml/mln. 
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:HCIP 

figura Uo 4. 21. Acldo fólico después de ~xpos1cl6n a Ja luz. solnr. 
D. ácido fóJJco. rase estacionarla : columna (15cm X 4.6mm d. l.} 
enipa.cada eon Rsl lCrnHL, 5 µ. fas~ móvi 1 A 2or. 
metnnr.l: telrahldroí'urano !97: 3)1Bm! dlsolucl6n acuosa de HCl04. 
O.OlH v/v, con octansulfonalo de sodio 0.005 M y B .:=- 45;, 
metanol: tetrahldr'ofurano {97: 3)/ disolucllm acuasade HCl04. O. 01 l'1 
v/v. con t.:i;ta;::.ulfonato de sodio 0_005 M. en gradlcntt:o de eluclón 
cOncavo. Tct:.p1::-atura 2S•C. Detección 254 nm, Sc1islbi l ldad del 
del(>ctor 0.01 UA/mV. Flujo 1 m.l/min. 
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Figura No 4.22 . T1M1na después de exposición a la luz so\ar.F. 
tiamlna. Fase estacionarla: columna (15cm X 4.Gmm d.l.) empacada 
con RsllC1aHL, 5 µ..fase t'l6vll: A= 20f. metanol:tctrahldrofurano 
(97:3)/80>; d\solucl6n ar.uosa de HClO.t O.OlH v/v, con 
octansulfonato de sodio O. 005 M y B = •15~! mol<inol: tetrahlrlrofur.ri.no 
l!J7: 3)/ dtsoluc16n acuasade HC!Ul O. 01 H v/v. C<Jn octan~ulfonato 
de sodio 0.005 M. en gradiente de elucl6n c6rv:avo. Tcmpcral•Jr<~ 

28·C. D<?teccl6n 254. n;:i. Sensibilidad del detector : 0.01 IJA/m'/ 
Flujo 1 rnl/mln. 
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V. COHCLUS IONES 

Se desarrolló metodología analltlca exacta. p~eclsa 

y lineal para la determinación de la clanocobalamlna en 

preparaciones pollvltamlnlcas por cromatografía de líquidos de 

alta resolución. 

El método por cromatografla en fase inversa, 

exclusivo para la clanocobalamlna, puede ser utilizado para hacer 

un a.nál lsls muy ré.pldo y sencll lo de ~sta. puesto que las 

condiciones de trabajo son muy simples. es decir, se real iza con 

eluclón lsocré.tlca y con una longitud de onda fija µara la 

detección. 

El método por cromatografia de pares de lar.es puede 

utilizarse para el análisis simultáneo de todas las vitaminas 

estudiadas. Este se real Iza con un gradiente de e lución 

relativamente sene\ l lo de forma cónca'Ja ) y con programación de 

la longitud de onda para la detección, que resuelve el problema de 

las diferencias en concentraciones tan marcadas entre las 

vitaminas. 

Como se estudió al desarrollar el ml:todo par 

cromatografia en fase inversa, es estrictamente necesario 

controlar Ja temperatura y la composición de la fase movl l para 

tener buena reproduclbllidad en el análisis. Para el método por 

cromatografia de pares de iones, aunque no se hlzo un estudio 

completo como en el caso anterior. también se observó la 

dependencia de la clanocobalamlna de los parámetros mencionados. 

Con los métodos aquí desa:rrol lados se puede 

cuantlflcar perfectamente a la clanacobalamina en soluciones que 

contengan del orden de 100 µg/ml. En caso de que se quisieran 

hacer cuantificaciones en preparaciones con concentraciones aún 

menores, los ;nétodos pueden ser optimizados y evaluados con una 

senslbll ldad del detector mayor. 
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Es importante notar que la precisión de los métodos 

puf!de ser aumentada al ul 11 izar columnas de mayor eficiencia, ya 

q"e al presentarse los picos más delgados la variación en ia 

!ntegracl6n de los mismos es menor. 

Los métodos no resultaran ser especlflcos para las 

condiciones de degradación a que fueron sometidas las vitaminas, 

por lo que éstos no pueden usarse para estudios de establ l ldad; en 

cambio, para el anál !sis de control de calidad si son adecuados, 

ya que estas condiciones tan severas dP. degradación, no son 

represen tal l vas de las condiciones comunes de almacenamiento de 

estos productos. 

Los métodos pueden utl l izarse conflablcmente parn. 

el anál lsis de materia prima, y aunque fueron probado!:i, el prim~ro 

con una sola marca de comprimidos, y el segundo, con una mezcla en 

dl so 1 uclón acuosa, representan un buen avance para la optimización 

y validación de rnetodologia para dlferentes productos con 

vi laminas hl drosol ubles. 

Sin dejar de considerar que el anál !sis de cada 

formulación es especial, la metodolog1a anal illca uqui 

desarrollada pretende c'1ntribulr al análisis general de las 

preparadones pol 1 vitamínicas por cromalografia de 1 íquldos de 

alta resolución. 
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VII. APENDICE 

REGRESION LillEAL. 

Pendiente: 

m = 

N ( E ,,.2 ) - (E X )2 

b = 

N 

Coeficiente ~correlación 

2 
r 

donde 

[ ti ( E x2 
) - ( E x2 

) ) ( 11 ( E ./ ) - ( E .,, ) 2 
) 

N = número total de datos 

>: = variable lndependlente 

y = variable Independiente 

Ex = sumatoria de los valores de x 

[ y = sumatoria de los valores de y 

E x2= sumatorSa de cada uno de los valores de x elevudos 

al cuadrado 

E y2= sumatoria da cada uno de los valores de y c-lc·1::HJo5 

al cuadrado. 

m = pendienle 

b = ordenada al orieen 
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PRUEBAS DE l!IPOTES!S. 

HCE 

N - 2 

¿x2 - (Ex) 
2 

Sxx = 

N 

Pendiente 

l calculada = __ m_-___ _ 

MCE 
) 112 . 

Sxx 

Intervalo de confianza : 

( 

MCE ) 1/2 
m ± t lablas IV2, N-2 --

SXX 

b - o 
t calculada=--------------,. 

~2) 1112 
Sxx 
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Intervalo de confianza 

Sxx ir b ± t tablas Ct/2,N-2 
( X )2 

Intervalo de confianza para un valor ajustado : ;., '"""' ~"·t'' [ 7 . ·:.:' 1' l ] 
Exact l lud ª1 100 !\ 

PROK. del r. l'ec. -
l calculada = ~~~~~~~~~~~ 

O. E. 

c;;¡112 

Estabilidad~ 1ª muestra 

donde 

t calculada 
S/lPROK 1' 

O.E 

(';;¡112 

MCE = media cuadrada del error 

Sxx = suma de cuadrados corregida de x 

valor de student 

x = promedlo rle los valores de x 

PROH ::: PROHEOlO 

S/lPROK promedio de los valores del cociente: 

concentración después de 24 hrs I conccnlraclón tnh:inl 

DE = desvlaclon úslándan1 
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ANALISIS DE VARIANZA. 

!;;alculo M !l!: tabla M ANADEVA. 

Con el modelo : YIJ• = µ + al + ,13Jtll + e ktlJl 

donde : 

µ • 11edla general 

al ~ Efecto del anal Isla. Representado por valores de a = 2 

J3J<1>= Efecto del dla anidado en el analista. Representado 

por valores de b = 2. 

ck<IJl = Error experimental. Representado por valores de r = 

3. 

Hatr 1 z de trata.a lentos : 

o 

A 

Tabla de ANADEVA 

fuente 
variación 

F. V. 

IXI 

/3Jlll 

Ck (1 j) 

grados 
libertad 
G.L. 

a - 1 

(b-l)a 

(r-l)ab 

E 
1 =I 

E 
1 •I 

ANALISTA 

yll 1 
yll2 
yll3 

y\21 
y\22 
y123 

suma 
de cuadrados 

s.c. 

2 2 y1 .. - 'I· .. 

br abr 

b 2 E y1~ E YIJ. 
J=l 

br 

y211 
y212 
y2\3 

y221 
y222 
y223 

media 
de cuadrados 

M.C. 

SCu/GLa 

SC/3/GL/3 

. b r 2 
E y1} E E E YI Jk 

l =l J=l k=t 

r 

100 

F 
calculada 

HCa/HC/3 

HC/3/HCc 



donde : 

YiJk
2 

= ylll2
+ yll22+ yl132+ y211 2+ y2122

+ y21i+ 

yl212 + yl222+ yl232+ y2212+ y2222 + y2232 

YIJ. 
2

= ( ylll + yll2 + yll3 J2+ ( y211 + y212 + y213 J2 + 

( y121 + y122 + y123 12+ ( y221 + y222 + y223 12 

YL ~ = ( y111 + yl12 + y113 + yl21 + y122 + y123 ) 2+ 

( y211 + y212 + y213 + y221 + y222 + y223 ¡2 

y .•. 
2
= ylll + y112 + y\13 + y211 + y212 + y213 + 

yl21 + y122 + y123 + y221 + y222 + y223 

5EN5IT!VIDAD. 
m 

E.5. 

donde E. S. es e L error F;stándard de l n re gres 1.ón. 

ERROR E5TANDARD DE LA RE:GRESION. 

E.5. 
[ 

• 2 l 112 ~~y-y) 

N - 2 

donde y es un valor ajustado. 

FACTOR DE COLEO. 

T = 

donde : 

w o.os 

2 r 

w o.os 

al lura. 

distancia de la base del pico tomada al 5 X de su 

f = distancia del pico, desde su lado izquierdo hasta \a. 

l lnea vertical que parle desde el máximo del pico, tomada al 

5 X de su al tura. 
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