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IJTRODUCCIOJ •. 

Los a6todos que tradicionalmente se usan para el ánAlisie de las 

vita.minas hidroeolubl•s son: M6todoa qu1micos, fisicoqu1micos, mi -

crobiol6gicoa y ensayos con animales. 

LoK a&todoa microbiol6g1cos y en&fll'O& con animales se usan non mu -

cha !r~cuencia por ser muy sensibles para detectar cantidades mu7 -

pequ•ftas de Yit .. inas en ali••ntoa y productos naturales. Un incon­

veniente de estos m6todos es la duraci6n en tiempo de anAlisis pues 

requieren cerca de 20 horas de anilisis o mAs, lo cual es una des -

Yentaja cuando los resultados son urgentes. Sin embargo los m6todos 

microbiol6gicoe y ensayos con animales se usan por ser fáciles y 

econ6micoa. 

Loa m6todos quíllicos y fisicoquímico s eetAn expuestos al problema -

de interferencias de impureza@ que pueden afectar la exactitud de -

loa resultados. 

En loa ultimos aftos la cromatografía en placa fina se ha empleado -

para el an!lisis de algunas vitaminas, obteniéndose resultados sa -

tisfactorios. La cromatografía en placa fina se usa con mucha fre -

cuencia para analizar Yitaminas porque elimina en gran parte algu -

ne ! problemas que se tienen con loe métodos menc ionados anterior 

mente. 

El objetiYo de este trabajo es desarrollar nuevos métodos para el -

anllisis de Yitaminas hidrosolubles ~ediante una nueva técnica que­

es la cromatografía de líquidos a alta presión. 
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Entre una de laa ventajas de la croaatogratia a alta presi6n de 11-

quidoa con loa m~todos quimicoa fisicoquimicos es que solo es nece­

sario una auestra muy pequefta para hacer un anlliais. 

Cromatografia. 

La cromltografia ha sido definido c.omo la t6cnica que hace poeible­

la separaci6n de una mezcla de solutoa, eeta separaci6n esta baeada 

en la diferente velocidad con que ee mueTe cada uno· de loe eoluto•­

a traT6s de un medio poroso lfaae estacionaria), arrastrada por ua­

disolYente en moTimiento (fase m.6Yil). 

Ell el afto de I906 el biologo TSIE'l'T fue probablemente la primera 

persona que adYirti6 la posibilidad de esta ~6cnica. TSWB!'r ut1liz6 

una columna larga de T.ldrio, rellena de sulfato ol.lcico finamente -

dividido, proTista de una llave en el extreao interior. 

Este inTestigador indico que cuando una aezcla de pipaentoa Tardee 

de planta se pone en lo alto de la colUlllla y a c.ontinuac16n ee ª11'! 

ga &ter de petr6leo, aparece una serie de bandas horizontal•• de d! 

ferentes colores, que corresponden a cada uno de los pigaentoe de -

la aezcla que noe indican _que ha habido una sepa:rac16n a lo largo -

de la columna. Para describir este ten6aeno se introduj6 el t5raino 

crom.atografia que literalmente quiere decir " eecrib-ir en color " -

esta separac16n no tiene que ver nada con el color de los coaponen­

tes, sino con l a diferente afinidad de adaorc16n de los pigmentos -

hacia el yeao a61, loa que adsorben ais d5b1laente avanzan con -'•­

rápidez a- lo largo de l~ columna que los que lo hacen con aayor 

tuerza. 
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Eete experimento fue, sin duda, la primBra aplicaci6n de una colum­

na d~ adsorci~n cromatogrl!ica. Aunque TSWETT inveatig6 este fsn~ -

meno, posteriormente qued6 relegado a una mera curiosidad de labo -

ratorio hasta que H~TI~ 1 SYNGE tntroducen la croMatogratia de 

partici6n. 

Loa medios usados en estas colUJIJlas contienen una cierta cantidad -

de agua 1 las separaciones que en ellas se llevan a cabo dependen -

de la distribuci6n continua, o coeficiente de reparto, de los comp2 

nentes de la aezcla a separar entre el a&Uª de la cwlumna 1 el di ~ · 

aol•ente que fluye continuamente hacia la parte inferior. Las sepa­

raciones por croaatograf!a de partici6n son partic.ularaente intere­

santes para los compuestos solubles en agua. 

Posteriormente en I 944 CO•SDEll, GORDCJr 1 MARTilf describieron la cr2 

aatogratia en papel, en la que las separaciones se llevan a cabo 

(principalaente por partiei6n) sobre tiras en un sistema de col1111na 

abierta. El concepto de columna abierta se ha extendido por la in -

troducc16n de la croaatografia en c&pa fina, en la que las aepara ' ­

ciones se realizan en un material soportado sobre una placa de Ti -

drio. Ell el aHo de !958 ST.ABL generaliz6 el procedimiento e indico 

sus aplicaciones. 

La croaatografia de gases y la Cromatografia de liquidos a alta 

presi6n estan teniendo un desarr ollo considerable en estos ultimos­

&floa • .l!:n ainteaes es el desarro llo de la cromatografía en columna. 

Loa diversos sistemas empleados en cromatografia ( por ejemplo: una 

tira de papel de filtro, una placa de vidrio cubierta con una ea~a­

!ina de polvo, como al!lmina 1 gel de sílice o una columna de vidrio 

preparada para la cromatografía en col1111na). Con cada uno de estos-
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m6todoa ea posible conseguir separaciones casi iaposibles de obte -

ner de otra manara. En e-ada ca•o la separaci6n estA basada en un 

proceso de reparto multiple o uno continuo de adsorci6n- desorci6a. 

Se coapara la croaatogratia con la desti1Act6a fraccionada 1 se ~~~ 

aplica el concepto de plato teer1co ea waa Wúdad de l~ columna de­

destilae16n en la que hay un equilibrio entre el vapor aacendento -

y el liquido que cae. Anilogamente podeaoa considerar que un siate~ 

aa croaatogrAfi co esta formado por una serie de dichos platos te6 -

ricos, siendo cada uno de ellos una unidad dentro del1aiatema en el 

que h~ un equilibrio entre el disolvente 1 el aaterial empleado. 

Croutografia de Partici6a. 

La cromatografía de partici6n, coao su noabre indica, est' basada -

en la aeparac16n de una aezcla de sustancias aediante, la partici6a 

existente ent re la tase m6Til (disolvente) 1 la ta•• estacionaria. 

El disolvente puede aer un l•quido (croaatografia liquido- liquido) 

o un gas (cromatografia gas liquido). 

Croaatografia de Adsorci6n. 

Las diferencias de coaportaaiento en la adsorc16n-desorc16n de sus­

tancias contenidas en un disolvente m6v11 (un liquido o un gaa), 

sobre un s6lido estacionario se utilizan para conseguir la separa ~• 

ei6n de los coaponentes de una aezela. La adsorci6n es un fen6aeno­

de superficie que se manifiesta por un aumento de eoneentraeiin en­

la interfase que rodea al aedio estacionario, Las separaciones que-

se llevan a c~bo en un disolvente liquido se denominan croaatogra -
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tia Liquido/S6lido, y si el disolvente es un gas se llaaa cromato -

frat!a Gaa/S611do. 

La croaatogra!ia Liquido/S6lido, se aplica en la separaci6n de sus-

tancias de media o baja polaridad. 

En cualquier !e~6aeno de adaorc16n influyen tres varia}les ~ndepen-

dientea. Estas aon el adaorbente, •l disolTente y las sustanci as 

a croaatografiar. Las separaciones sobre adsorbentes dependen del -

equilibrio entre l as mol6culas adsorvidas en la fase estacionaria -

y l as que estan l i brea · en el diaolvente, moviéndose las moléculas -

individualmente entre las dos fases. 

Croaatogra!ia de intercaabio i6nico. 

Las separacionea de interellllbio i6n1co se l levan a cabo con materi! 

les especiales de extructura por osa e insolubles. Estos contienen -

grupos reactivo• que estln aso4iados a iones capaces de intercambi-

arlos con los del medio que lee rodea. Este ea el dnico !en6111!1DO 

que ocurre en el aaterial durante todo el proceso, que invar iable -

mente tiene lugar en el medio liquido. (generalmente acuoso). 

Como au nombre indica la croaatografia de 1nterca11bio i6nico se ea-

plea en la separaci6n de sustancias i6nicae de pol1electr611tos 

tanto orgAnicas como inorgánicas tales coao prot eínas, hormonas, 

vir us , ! cides nuclei cos y otr as sustancias biol~gi camente importan-

tea. Los tres t ipos de materiales que generalmente se usan son: re-

ainas, geles y celulosas de intercambio i6nico. La diferencia eDtr~ 

ellos se debe a la naturaleza de los grupos cambiad ores incorpora -

. 
dos a cada u.o y principalmente a la m1croestructura. 
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El interes inicial por el fen6seno de interc .. bio i6aico se centr6-

pr1nc1palaente en el ablandaaiento de aguas. Se encontr6 que cier · · 

tos ainerales, silicatos notabl•~ente coaplicados, cococidoa COllO -

zeolitas, tenían la propiedad de elillinar los iones calcio 1 aagne­

sio de las aauas duras, desplazlndolos por ion•• sodio. De esta to~ 

aa actdan las zeolitas coao intercaabiadores 16nicos. 

Sin embargo su empleo ea au1 liaitado 1a qU9 aoa relatiTaaeate ine! 

tables con loa cambios de ~ , siendo pollible muy raraaente la re -

cuperaci6n del producto absorbido. 
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• DIUtTOR. Rr6\STR./\b0~ 80M8A 

Esquema de un cromatografo de líquidos. 

Paneionaaiento del aparato.- Una pequeaa muestra del material a 

separar (I a IO microlitroe ) , se inyecta por medio de una jeringa -

de IO microlitroe de capacidad al aparato en la corriente de una 

fase a6'fil que esta fluyendo a presiones muy eleYadas; que corre 

baata una coluana usada en el an!l1s1e que contiene un medio apro -

piado que es capaz de ir retardando el paso de cada componente que 

eatl pasando • traY6s de la columna. Loe componentes separados sa -
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len a interval o& diferentes característicos de cada coaponente ea -

las condiciones del enaayo y pasan a travAs de Wl detector de luz -

u.V. (Fot6metroJ. La seftal •~ aU11entada por un aaplificador y ea 

captada por un registrador que consta de una tira de papel (para t~ 

do tipo de cromatografía), que corre a una velocidad deter•inada, -

una pluma que va dibujando una aerie de picoa. Ceda pico correapon­

de a un coaponente, a esta s~rie de picos se le llaaa cro11&tograaa. 

Las sustancias se identifican por el tiempo que tardan en aalir de­

la collllllla. 

La cuantificac16n de laa sustancias se deteraina por relac.16n del -

!rea de los pi cos de las sustancias problema y •1po. 

El a&todo habi tual para determinar el Area de loe pico• ea la inte­

graci6n por t r iangulaci6n. 

En la actual : Qad se dispone de aparatos electr6nicoa conocido• co -

ao integradorea, que hacea esta funci6n autoa!ticaaente durante la­

separaci6n. 

Un croaat6grafo de líquidos esta constituido por las siguientes 

pirtea: 

a) Reservorio para el liquido m6vil. 

b) Bomba. 

e) Entrada de muestra. 

d) Columna. 

e) Detector. 

f) Registrador. 

g) Termostato para columna y detector. 



VeataJaa l lialtacioaee de la cro•ato¡rat{a de l!quidoe a alta 

preli6n. La cromatograt1a de 11quidos a alta presi6n ofrece Ya 

rias Yentajaa : 

a) R!pidn. 

b) Resoluci6n. 

e) Sensibilidad. 

d) Colu.anas re·usables. 

9 

Ripides.- Lo• t.ie•poé de an'liaie inYolucran en comdn Yarioe 11inu -

toa. La operaci6n es continua requiere menor tie•po. 

Reaoluci6n.- Por uso de colu.aas selectiY&s y l~quidos 116Yiles la -

cro•atografia de liquido• a alta preei6n puede suministrar reao -

luo1.6n de auchoe coapuestos no Yol,tiles que no responden a las t6~ 

nicas de croaatograt!a de gases. 

sensibilidad.- La alta sensibilidad de los detectores tFot6metros -

ultraY1oleta), peraiten la medida de cantidades de material de nona 

gramos ( I0-9 g.J. 

Otra Yentaja de la alta sensibilidad es que las muestras que se 

requieren son pequeñas, unos pocos microgramos de la muestra son 

suficientes para un an!lisia co•pleto. 

Lae ~antidadea til.Jl pequeñas de la •Uestra que usan en c.ro•atograri~ 

de liquido& a alta preai6n puede ser una desYentaja. 

Si las fracciones son colectadas las cantidades de .cada eo•ponente-



dtil ea aicy pequefta. 

COlllllll&s .-Se a atribuido en croaatograt1a de liquidoa a alta 

prea16n que las colUIUl&a son reuaables. 

IO 

Las fases a6T1.les que ee eeeogen.nu alteran laa c.e.~acteriatieaa de­

la columna. 
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Vituinas. 

El hecho de que no puede mantenerse la nutrici6n normal en animales 

alimenticios todos con dieta que consiste s6lo en proteinas, carbo­

hidratos, lipidos y 11inerales purificados se ~.pree:'..6 que por lo me­

aos 30 atios antes de demostrar que existian las substanci.aa hoy 

conocidas como vitaainaa. 

EA I9I2 lUnk ccaprob6 ~ue hab1a nitr6geno bAsico en una su~•tan~a­

extraida de la cascarilla del arroz y la levadura, y que curaba el­

'beriberi de la paloma. La denomin6 "vit.uina", esto ea amina indi.! 

pensable para la Tida. Desde entonces y a pesar de que se ha conser 

•&do la termiaac16n "•" que parece denotar que se tra ta de aainas, 

se ha dado este nombre a los "!actores alimenticio• accesorios" 

que poseen papel important!aimo en la nutr1ci6n y en alguno• fen6 -

••nos metab6licos fundamentales. 

Las vitaainas se han definido como compuestos org!nicos que se pre­

aentan en alimentos naturales, en forma de vitamina o de sus prectl!. 

aorea, y se necesitan en cantidades 11uy pequeftas para el crecilliea­

to, mantenimiento y la reproducci6n normales, esto es, para aante -

ner la nutrici6n y la salud. Difieren de otros alimentos orglnicos­

por cuanto no particip&ll en la for11aci6n de la extructura tiaular -

ni experimentan degradac16n para liberar energ1a. 

En un principio se clacificaron segdn la solubilidad en agua o gra­

~ª" tt1fab~tica111ente; por ej8111pl o r liriosolubles A y D, hidrosolubles 

B "1 C. 

Vitamina B ( complejo vitam!nico B ). 

En loa principios de la 1nvestigac15n acerca de las vitaminas , se -
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denoain6 Yitaaina B hid.rosoluble a un factor que se presentab& eR -

la cascarilla, del arroz, loe extracto• de frijol, la leYadura 1 •1-

h!gador cuya deticiencia en la diet• originaba beri~~i. Por a~u•l-

entonces, en 1920 se habia ideatifieado doe 'l:ita.iaae aie "lipoeol! 

bles .1 11 e "hid.roaolubles C"; poco deepuh H •pree:t.6 que diferia d~ 

la Yitaaiaa !,otra, la "lipoaoluble D". 

Pronto ee hizo pateate el caracter atltiple de la Yitaaiaa B, 1 ee-

deaigaaron nuaericaaente, ,B.¡, ~ 1 aai auceatYaaente loa diYeraoe -

coapoaentea del c011plejo Yitaaiaico B. Al aonocer eu car,cter o ••-
• 

extructura quiaica, se lea dieroa aoabres als descriptiwos. 

At &opi&l"se los datoe a cerca de la distribuci&n 1 l .. bancionee de 

estas substancias, se adYirti& que a diferencia de otraa Yitaainae-

conocidas, son factoree autritiYoa eecencialea para todae la• tor -

aas de Ti.da, desde las leYadurae, aohoa 1 bacteria• ale inferior••-

hasta el hoabca. Esta coapro'U.do que nriae eullletanciae de Hte P'.!. 

po son caponentee eecencial•• (coensi.aaa) de aisteaae eazialticoe -

intracelul&l"es de iaportanc.1a f'ulltitdaaental . 

Williaas ha destacado esta aoci6n, las considera partea eacencialee 

de la maquinaria metab6lica de toda9 las c6lulaa. Y opina que su ' ~ 

funo16n autritiYa estricta es de iaportaneia eecundaria. Eatre laa­

Yitaainas B inClU1e a las substancias orglnicaa que •• preeeataa en 

todad lae c6lulas YiYientes, que ac\4an como catalizadores 1 que t• 
tienen foneiÓn nutrit1Ya para algwaos animales euperioree, por lo -

aenos. Por lo aenos algunos de estoe factores indispensable• pueden 

ser sintetizados por el hoabre 1 en consecuencia no aoa eleaentoe -

nutritiYoa escencialea. 

Aunque tenga poca importancia que un compuesto ae considere o no 
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como Yitamina B, conYiene aantener en este sentido cierta unitormi-

dadp aunque sea solo con propositoe acadeMicoa. 

Se acepta en gendral que pertenecen al grupo Yitaa1co B las siguie~ 

tea substancias: l) tiui~; 2) riboflaYina; 3) niacina 1 niac1nam,! 

da; 4) Acid~ p&ntot6mico, 5) piridoxina, piridoxal, piridoxaaina; -

6) biotina; ?) grupo del 'eido !6lico; 8) vitamina B¡2 (cobalamina; 

coba.ida; !actor extr1neeco antianellia perniciosa), ~) Acido lipoi-

co. 

liibo!laYina (Yitallina ~). 

P6raul.a: P.M. 37G.31' 

Ea I93I se apreci6 que habia unas substancias que pr,sentaba11 inte~ 

ea fluorescencia verde aaarillenta y se obtenian de la clara de hu! 

TO, la leche, el hígado, los vegetales y otras ruantes que estimu -

lan el crecimiento de las ratas. 

Se llamaron "ovonannas", "lac:toflaYinas" , "hepatoflavinas" y 

"verdoflaYina" respectivaaente, hasta descubrirse que fuesen la 

misaa sustancia. Poco despuAs se aprec16 que este pigmento se enco~ 

traba en el pigmento amarillo descubierto en 1932 por iarburg y 

Christian en la levadura. 

Carlcteres quimicos. 

La ri~otlavina ea un pigmento aaarillo naranga que posee D-ribitol­

y una sustancia heterociclica, iaoalaxacina lflaTina ) . 
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La riboflavina es bastante estable para el calor de las eolucicnea-

Acidas y neutras y no en alcalinas. Las solucioaea acuosas aoa dea-

coapuestas por la luz visible 1 u traVioleta y la labibidad auaenta 

por el calor y la ~lc~linidad. 

Al exponerse a la luz, se separa el residuo robit111cc y ee tona -

en sol ci6n alcalina, un pigmento aaarillo soluble en cloroforao 

la lumifla'fina; en aoluci6n !cida o neutra un, compuesto aeaejaate-

llamado "lumicro". 

Ensayo y valoraci6n. 

La ri~!la'fina puede estiaarse cuantitativaaente por loa siguientes 

procedi11ientoa: I) b16logieoa l efecto curativo en animales), 2) ai­

crobiol6gicos (loa a!s aensiblee) y 3) cro11atogrlti cos, fluoroa6tr! 

coa 1 colorim6tricos. 

Kiacina (!cido nicot!aico) l Kicotinaaida laiacinaaida). 

Acido nicot!ni co. F6rmula: 

1Ucotinaa1da. 1'6raula: 

P":rC.OOH 

"'-..!J N 
o 
11 

o-C-t'~J 

P.M. 123.I! 

P.M. 122.II 

La pelagra es una enfermedad grave que ocurrio en for•a endlaica 

y epid6aica en diversas regiones, y era •UJ' rrecueate en el sur de-

los Estados Unidos. En I'I2 Golberg coaprob6 que dependia de una 1! 

suficiencia alimentaria, cuyo caracter no dilucid6. Se advirtio en­

I9I7 que una enfermedad de los perros tenia mucho en co11dn con la -

pelagra h\Ulana. 



I5 

El leido nicotfnico se obtubo de la nicotina en I867 y ya en I9I2 -

ae había aislado de la leYadura y el salYado de arroz, sin que se -

advirtiera la iaportancia para la nutrici6n. 

81.ll e•bargo en 1935 Warburg 1 C!lriqtian somprobaron que la nicotia-

2111.d• participaba. en aiste••s de oxidaci6n celular co•o agente qu•­

tran•porta hidr6geao. 

C&rlcter•• qu!aicoa. 

Rl. leido Dicotlnico (niac1na) es •l leido piridin-3-earboxilico su­

n<>11bre pro'f'iene de que puede prepararse por la ox1daci6n de la nie~ 

tina, aunque sua efectos far•acolÓgicos difieren •ucho de esta ilt! 

••· Se presenta en tegidoa pr'ineipalmente en forma de aaida; y aai­

eatra en co.binaci6~ fiaiologica actiYa. 

lll88.J'O 1 Yaloraei6a. 

Rl. leido Dicot!nico puede eatiaarae cuantitatiYamente por a6todoa -

qu!aicoa y aicrobiol6gicos. 

La Dicotinaaida puede estiaarse cuantitatiYaaente por a6todos qui -

aicoa, aicrobiol6gicoa 1 croaatogrlficoa. 



Trataaiento estad!eticO de datoe. 

Cuando se hacen repetida• aedicionee, loe resultados ee •lll!lPaJl 

alrededcr de un valor aedio, con Wla dietribuci6n Gauseiana, eie• -

pre que los errores sean pu.raaente al azar J eat6a aujetoe a las 

le1e~ de probabilidad. La desY1.a4li.6a nor•al de este crupo de datoa­

ea una aedida de la a11plitud de estos errores 1 es, en cierta for•• 

un indice del cuidadó 1 la habilidad con que •• hicieroa la• aedi­

ciones. Al presentar loa datos de prueba se encuentra una serie de­

dietribucionee de frecuencia que requieren daaasiado espacio. Por -

lo que debe encontrarse un aodo ais con•iso de pl'eeentaci6n. 

Esto sioapre requiere al aeao• tos ataeros. Uno de estoa •• lllla 

aedida de tendencia central 1 el otro ea una aedida de diapera16n -

de las observaciones. 

Precisi6n, Reproduci'bllidad 1 exactitud de loe a6todos. 

La ~ca foraa en la cual el valor de cualquier caracter!etica de -

calidad puede aer deterainata, es aediante cierta f oraa de ae41ci6a, 

Cualquier a6todo de aedic16n ea una cracter!etica de calidad indus­

trial puede esperarse que tenga cierto patr6n de variallilidad. 

Bajo condiciones favorables, eatl patr6a podri 881' observado ~•pi -

tiendo varias veces una aedici6n de una caracter!stica de calidad -

que peraanezca invariable.: 

La precis16n de un a6todo de aedic16a se refiere a au Tariabtlidad­

cuando se usa para toaar aediciones repetidas, bajo condioioaes CU! 

dadosamente c~ntroladaa. 
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tJaa .. c11c16n n11116rica de precisi6n es la •esviaci6n noraal. 

La reproducibilidad •• un •6tod9 de aedici6n se refiere a la coaai! 

tencia de SU patr&n ue Yariaci6a. 

La exactitud de un M6todo de aed1c.f.6n •e refiere a eu ausencia de -

error, a la conformidad de aua resultados con el Yalor Yerdadero 

de la caracter!etica de calidad que est• siendo medida. 

Un a~todo exacto, el Yalor proaedio obtentdo, de un. grupo de aedi -

cionee deberl diferir del Yalor .. mtadero en no ala de lo que po 

dr1a esperarse coao una Yariac16n al azar. 

llltre la• aedidas al.a coaunes que fe¡ultan en el control de ca11•ad 

eatad!stico eata la aedia aritm6tica y la desviac16n noraal. La de! 

rtaci6n noraal a.e define coao la raiz cuadrada de la media de las -

desrta41.onea de loa lliaeroa obae~Yadoa con respecto a au aedia ari! 

a6tica eleYada al cuadrado 7 diTida entre el a4aero de obserYacio 

nea aenos uno. 

Su expreai6n algebraica •• la siguiente: 

Donde: 

aalbero de obaerYaciones. 

X: Yalores medidos. 

i ! Valor Pro11d10 (Hd11 ar1t11Atic1 J. 
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La media arita6tica de un grupo de n n6aero de obserTacionee ea la-

auaa de los n~meros diTi.dida por n. Se expr~aa en terainoa algebr&! 

coa e~ la siguiente !oraa: 

• 
Donde : 

-X Representa la aedia arita6tica. 

etc. Representa los n6aeroa en cueat16n. 

Ea nec.eaario hacer la ~•tiaac16n do un punto de un parbetro1 coa -

cierta 1ntoraac16n que aoe indique que tan cercana puede ser la ea­

timac16n del Yerdadero Talor descwnoc.ido. 

Loa int erTaloe de confiansa 7 loa limites de confianza puede• uear­

ae para este prop6a1to. 

Para eatiaar el iaterT&lo de - confianza ae uaa wia a e.i.• a de liaper• 

ei6n de la aueatra, la dea~ac16a aol'll&l.. 

El i nterTalo de confiansa se representa por l a siguiente f6rallla: 

1.c. = ± tS 

Donde: 

S =Es la des nac16n noraal. 

n:N6aero de observae.10· es. 

t:: Valor de t para ni nlu d19 probabilidad ( 90%, 95%, 99%, etc.) de 

acuerdo a loe grados de libertad que se tengan. 
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Bl. a6aero de grado• de libertad ea el n6aero de elementos diapoai -

bles para la ev&luaci6a de la diaperai6n en un conjunto de datos. 

Loa l!ait•• de confianza se obtienen aplicando loa intervalos de 

c.onfianza calculado a la eatiaaci6n del parlaetro en eu&st16n. 

Entend16ndose por par!aetro a la aedida correapolldiente de un l1lli -

verso. 

Lo• liaitea de confianza. se expresan de la siguiente aanera: 

L.c.: itr.c. { - + X _ I.C. 

i + I . C. 

Eato nos indi ca que si el resultado de una deterainaci6n eatA den -

tro de loa 11111.tea ae!aladoa existe un (90%, 95%, 99", etc.) de pr~ 

babilidad de que 6se valor sea el verdadero. 



U.- !U.TERU.I. Y REACTIVOS 
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llat•rial 1 r•a&ti•oa. 

I.- croaaatÓgrato de l!quidoa •odelo 830 •arca Dllpoat con detector­

de luz u. Y. • 254 nm. equipado con una eo:J.Ulllla Sorbax da 25 c11. 

de largo 2.I - de dUaentro. 

2.- Jerica haail,on de IO aierolitroe de capacidad. 

3.- Katracea atorado• de IO ailitroa. 

4.- Matracea erle .. e7er coa ta~6D 981lerilado de I25 ailitroa. 

5.- Pipetas Tolua6tricaa de IO 1 .50 ailitroe. 

6.- .sabudoa da separaci6n de I25 al. 

'l.- '?U'boe de enaaJo. 

8.- l!lll'IMldos dé fi.ltraci6n ripida. 

9.- a.lanza analitica. 

10.- Papel WJaat •an Ko . 43. 

Reecti•oa. 

a ) leido clroh!.drico K. 

b) Widr6ndo de eoclio o .. r 1. 

e) Fosfato de eodio monoblaico ( la H2'°4 ) 0.05 H. 

d) Fosfato de potasio •onobAsico ( I B2P04 ) 0.05 M. 

Diaol Yentes. 

Cloroformo. 

Soluci6n fase a61d.l.- Foatato de sodio monobtsi eo 0.05 M y tostato­

de potasio •onoblaico 0.05 H en proporci6n de 75:25 respeetiTamente 

acidificada con BCl N hasta un ~ de 3. 24± 2 

Medir exactaaente 750 al de fosfato ae sodio •onobAsi co 0.05 M y 

agregar 2.50 lll da fosfato de potasio •onobAsico 0. 05 H. Medir el pB 
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de esta eoluci6n, agitar aagn6ticaaente al tieapo ee estar agregaa­

do ol .leido clorhtdrtoo 1' gota o. got. hasta que la .oluc16a alcaan 

Wl i>8 d• 3.2 ... ± 2 



III.- PAR'rE EIPEBIM:Drl'AL 

K6todoa 7 resultados. 



Deterainaci6n cuantitativa de icido nicot1nico por croaatogratta 

a alta pr~•i6n de líquidos. 

• 

I .- l"Unda.msn to. 
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Disoluci6n del Acitlo llicotbicso c.on agua dutila.da. Est:!uc.16a­

ouantitati Ya por relaci6n de la altura o el lrea de lo• picos -

del proble•a 1 de una auestra tipo de concentraci6n conocida. 

2.- Aparatos. 

croaat6grato de liquidos de alta pres16n 11&rca Dupont aodelo 

830 con detector de luz U.V. a 254 na. Equipado con una columna 

Sorbax SIL de 25 ca de largo >' 2.!. .... tle diúetrQ. 

3.- ReactiYos. 

Fosfato de sodio aonob&.sioo ( K&KzP04 ) 0.05 M. 

rostato de potasio aonobAsico ( ~P04) 0.05 "· 

.leido clorh!drico 1. 

4.- Soluci6a tipo de leido nicotillico. 

Pesar exactaaente alrededor de IO ag de leido nieotinieo tipo -

en un aatraz atorado •• IO al , disolYer con agua destilada 

y atorar. 

5.- Soluc.16n probleaa. 

Pesar exactaaente alrededor de IO ag de la auestra en un aatraz 

atorado de IO al, disolYer con agua destilada y atorar. 

6.- Determ1nac.16n cromatogr4tica a alta presi6n de líquidos. 
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p¡>ocedi•ier.to.- <:.?• una jering11 Haailton de 10 •icrolitros de capa-

cidad tomar ••l •atraz 5 aicrolitros de la soluci~n tipo, inyect..r-

loa al cromat6g~&fo Je l!~uidos de alta presi6n que deb•rA estar 

bajo las siguientes condicionss: 

!e•peratura ambiente. 
-2 . 

Ate•uaci6n del aparato I28X IO de absorbanc1a. 

Velocidad de la carta 0.2 pulg/•in. 

Preai6a de la oolUllJla 1500 PSI. 

rase a&Yil.- B&azP04 0.05 M y !Jl2Po4 0.05 M en proporci6n de -

75t25 reapectinaeate a UJl Pe: de 3.24! 2. 

La aoluci6n problema_ taabi6n deber& inyectarse al croaat6grafo de -

11qU1•o• en estas ai .. as condiciones. 

?.- <:'.lculos y resultados. 

Cllcular la cantidad de leido nicot!nico empleando la sigui~nte 

f6r11ula: 

Area P. 

Area Std. 

)( 100 :: % de leido nicotinico. 

Conc. P 

· Conc . Std 

Ar•• p Conc. Std. 

X IOO % de Acido nicot1 -

Area 8td Conc. P nico. 



Donde: 

!rea P :: Are& del pico de la eoluc16a probleaa. 

Area Std. = Area del pico de la aoluc16a ti.po. 

Conc. P = Concentraci6n de la aoluci6n problema. 

Conc. Std. :: Concentraci6n de la aoluci6n tipo. 
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TABLA IQ. I 
DATOS OBHllIDOS EN EL AllALISIS DE ACIDO llICO'?IlfICO .EN MATERIA PRIMA. 

1 
Micrograaos. 1 

Muestra .ldicioaados bcoJlt;rados % Rec1.iperae16n 

I 

2 

3 

4 
5 
6 

7 
8 
9 

IO 

i:I00.50 

S:: 0.97 
t: 2.81 
tc95%: 0.86 

5.00 
11 

n 

" 
n 

n 

" 
" 
" 
n 

5.00 roo.oo 
5.05 IOI.00 
4.95 99.00 
5.05 IOI.00 
5.00 I00.00 
5.05 ror.oo 
5.IO 102.00 
5.05 IOI.00 
5.05 IOI.00 
4.95 99.00 

{ 

IOI.I6 
L.C.= I00.50±0.86 

99.64 

1 )21 ( x-i ) ( X-X 
0.50 0.25 
0.50 0. 25 
I.50 2.25 
0.50 0.25 
0.50 0.25 
0.50 0.25 
I.50 2.25 
0.50 0.25 
0.50 0.25 
I.50 2.25 

Estos valores representan que si el resultado de una determinac16n -

estA dentro de estos limites existe un 95% de probabilidad de que -

sea el Terdadero y no se deba al azar. 
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peterainaci6a cuantitatiYa de nicotinamida por croaatogratia ' alt a 

proai6n de l iquidos. Para ••te~ia prim~. 

D1aoluci6n Je la nicotinllllida con a¡ua destilada. latiaaci6n -

cuantitatiYa por relaci6n de la altura o el irea de los picos -

del proble .. y de u.na aueatr& tipo de coaceatraci6n conocida. 

2.- Aparatos. 

Croaat6grato de liquidos de alta preai6n aarca DllPbnt •odelo -

830 con detector de luz U.V-. a 254 llll. Equipado con maa coluaJla 

Sorbax SIL de 25 cm da largo 1' 2. I - de di!aetr o. 

J.- ReactiYos. 

rostato de aodio aonobtsico ( KaH2Po4 ) 0.05 M. 

Fosfato de potasio •oabtaico ( ~Po4 ) 0.05 M. 

Acido cl orh!driC() B. 

4.- Soluci6n tipo de nieot1naa1da. 

Pesar exactaaenta alrededor de IO •& ·de aicotinaaida t.1po ea -

matraz atorado de IO al, diaolYer con agua destilada y atorar. 

5.- Soluci6n probleaa. 

Pesar exaetaaente alrededor de IO ag de la aueatra en un aatras 

atorado de 10 al, disolYer con agua destilada y atorar. 

6. - Oeterainac16n cromatogr!fiea a alta presi6n de liquidoa. 
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Procediaiento.- Con una jeringa Haailton de !O microlitros de capa-

cidad toaa.r dal aatraz 5 aicrolitro& de 1~ aoluc16n tipo 9 in7ectar 

al croaat6gralo de liquidos de alta prea16n que deberl estar bajo -

las aiguieatas condiciones, 

Teaperatura aabieate. 

A'eaaaci6n del aparato I28~IO-e de absorbancia. 

Velocidad de la carta 0.2 pulg/1111.a. 

Presi6n de la c.olu .. a. 1500 PSI. 

rase. a6rl.l.- BAl;!O,. 0.05 M 1 m~o,. 0.05 M en proporci6n de 

?5:25 respectiTamea.te a UD PR de 3.24t 2. 

La aoluci6a probl .. a deber& in7ectaree al aparato en estas aisaae -

condiciones. 

7.- Cl.lculoa 1 resultados. 

Cilcular la cantidad de nieotinaaida eapleando la siguiente 

f6raula: 

.&rea P • 

.&rea Std . 

~ IOO = % de n.coUUlliü. 
Cone, P 

Conc. Std. 

A.rll p conc. su. 
A.rea Std. coac. P 

)( IOO : % de •icotinaaida, 



1 

2a 
'l'.lEIU. lfo. 2 

DATOS OBTllHDOS EN EL ANALISIS DE NICO'l'I!AJUDA D MATERIA PRIIU. 

lticrogr-os. 
Rueatr a .Adicionados 

I 
2 

3 
4 
5 
6 
7 

8 

9 
10 

! = 99. 49 
S: I.25 
t: 2. ~I 

rc95%: I.II 

5.00 

" 
" 
" 
" 
" 
11 

" 
" 
" 

Eacoatrados % Recuperaci6a 

4.85 97.IO 
5.00 I00.00 
4.93 95.6o 

. 5.00 100.00 
.5003 I00.60 
4.93 98.60 
5.00 100.00 
4.93 98.60 
5.07 !01.40 
5.01 100.00 

L.C.= 99..49 ±. I.II 

e x-i > ( I-f )'2. 

2.39 5.7! 
0 • .5I 0.26 
o.89 0.19 
0.5I 0.26 
I.II l.23 
o.89 0.19 
0.51 0.26 
0.89 0.19 
I.91 3.64 
0.51 0.26 
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Deterllinaci6n cuantitativa de ribotlavina por croaatogratia a alta-

~••i6a de l!quidoe. Para aateria priaa. 

1.- FUD.ad .. ento. 

D1.aoluci6n de la ribotla11'1na en aedio blsico. Eetimac:i6n cUaAt! 

tativa por relaci6n de la altura o el !rea de los picoe del pr~ 

bleaa 1 de una aueatra tipo de coacentraci6n conocida. 

2.- ~paratoe . 

Croaat6grato de liquido• de alta pres16n aarca Dupont modelo -

830 con detector de luz U.V. a 254 na. Equipado con una columna 

Sorbax SIL de 25 ca de largo x 2.1 1U1 de diilletro. 

}.- Reactivoe. 

Foatato de sodio aonobleico ( BaHzP04 ) 0.05 K. 

Foatato de potasio aonobleico ( ltll2Po4 ) 0.05 B.. 

Acido clorh!drico N. 

Hidr6xido de sodio 0.1 H. 

4.- Soluci6n tipo de ribotla'Si.na. 

Pesar exactaaente alrededor de IO ag de ribotlavina tipo , en un 

aatraz atorado de IO al, disolver con 5 al de NaOR 0.1 W 1 a -

gregar 1 111 de leido clorhidrico S 1 atorar con agua destilada • 

5.- ~oluc16n probleaa. 

Pesar exact .. ente alrededor de 10 mg de la muestra en un matraz 

florado de IO 11, di1ol••' con 5 11 d8 NaOR O.I 1 J agr1gar . 
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I •l de Acido olorh!drico K, 1 ato.rar con agua destilada. 

L& soluci 6n tipo 1 la soluc16n probleaa deben protegerse de la -

lwi: dtibido a que la riboflanaa (91.t-illa 192) H U. H111etucJ.a­

totosenci ble 1 •• deaco•pone con la luz. 

6.- Determiaaci6n croaatogrlfica a alta preei6a de liqUidoa. 

Procedimiento.- Con waa jerinja HUliltOll de IO aicrolitroa da -

capacidad tomar del aatraz 5 al de la aolu~i6a tipo, e in1actar 

al cr01U.t6grafo de l!quidos de alta prae16• qua daberA estar 

bajo las eiguientea condicionas: 

~•aperatura aabiente. 
•2 . 

Atenuaci6n del aparato I28 'i ID de abaorbancia. 

V.alocidad de la carta 0.2 pulg/•in. 

Preai6a de la o.oluana ISOO PSI. 

hse a6T.!.l.- llallzPOi. 0.05 ll 1 D2PO~ 0.05 M •• proporc16n da -

?5:25 reapectiTamente a Ull PB de 3.24~2. 

La soluci~n problaaa taab1;6n deberl iayactarH al apattat• ··•• ,eataa-

.1 .. aa coadiciones. 

?.- Cllculos 1 reaullados. 
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Area P 

A.tea Std. 

')( IOO :: ~ de Ribotluiu. 

Coac.. P 

Coac. Sttl, 

Ar•• p C:oac. Std, 
)( IOO =: ~ de Ribotlartna. 

Conc. P 



TABLA !Jo. 3 
DATOS OBTENIDOS Ell EL A..lf!LISIS DE RIBOi'LAVIll.l E!f MJ.TERU PRIMA~ 

Micrograaoa. 

Muestra .ldidonadoa 

I 

2 

3 
4 
5 
6 

7 
8 
9 

IO 

! :: 100.33 
s = 2.03 
t:: 2.!I 
1c95%:: I..80 

5.00 

" 
n 

" 
" 
" 
" 
" 
" 
" 

EDccn~radort ~ Recuperaci6n 

4.95 99.00 
s.09 IOI.80 
4.95 99.00 
5.00 I00.00 
9.95 99.00 
5.04 I00.90 
5.00 100.00 
5.00 I00.00 
5.09 IOI,80 
5.09 IOI.80 

L.C.: I00.33 !,. l .. 80 

< x-i > ( %-i )2. 

I.33 l.77 
3.24 10.40 
I.33 I.77 
0.33 O.IO , 
1.33 I.7? 
0.57 0.32 
0.33 0.10 
0.33 o.ro 
3.24 I0.49 
3. 24 I0.49 
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Deterainaci6n cuantitatiTa de RiboflaTina y Hicotinamida por croma-

togratla á alta pres16n de líquidos. Para Clpsulas. 

l.- FUndamentt>. 

Dl.soluci6n de ribofla't'i.na y n1cot1naa1da en ••dio b!sico ~on 

b.idr6x1do de sodio O.I ._ {por ser auy soluble la riboflaTina en 

aedio bisico), eliainac16n de substancias aolubles en clorofor-

ao. CUantificac16n por relaci6n de la altura o el lrea de los -

picos del probleaa y de una auestra tipo de concentraci6n cono-

cida. 

2.- Aparatos. 

cr-oaat6grafo de liquido• de alta presi6n aarca Dllpont aodelo 

830 con detector de luz U.V. a 254 na. Equipado con una columna 

Sorbas SIL de 25 ca de largo>I' 2.I u de dihetro. 

}.- Reacti.Toa. 

Fosfato de aodio •onob!sico ( BaH2Po4 ) 0.05 M. , 

Fosfato de pota~io aonobAsico ( !Ul2Po4 .> o.os M. 

Acido clorhídrico B. 

Jlidr6r1do de sodio O.I B. 

4.- Soluc16n tipo ~. RiboflaTina y llicotinaaida. 

Pesar exactaaente alrededor de 60 mg de n1cotina11ida y 6 mg de-

riboflavina, transferirlos a un matraz erlenmeyer de 125 al con 

tap6n esaerilado. Agragar exactamente 6o al de HaOH O.I ! y 

aittar 11gnét1c111nte por IO linutos. con UJll pipeta tomar IO 



ml de esta soluci6n y agregar 2 •l de icido clorhídrico "· 

Conc6ntraci6n: I •g/•1 de llicotinaaida y O. I ag/al &e Ribofl•Yi-

na. 

Nota. 

Batas soluciones soluci6n tipo y soluci6n proble•a deben prote -

gerse de la luz debido a que la riboflavina ea fotoae•sible y se 

deaco•pone con la luz. 

5.- Soluci6n probleaa. 

Extrae16n de las 'd.t..inas del granulado Titaain1co.- Pesar 

IO clpsulas Y deterainar su peso promedio, •oler el graaulado -

en QD •ortero hasta obtener Wl polvo homog6neo. De este polwo -

pesar enctaaente alrededor del peso pr011edio de dos c'p•ulae. 

Transferir ol polvo a u aatraz erlenaeyer de 125 al cion taf16n­

ee•erilado, agregar exacta•ente 60 al de '1.aOB O.I ! y agitar 

aagnaticaaente por IO aiautoa, hasta di&oluci6D CO~pleta de la­

riboflaVina (granulo• amarillos), filtrar a travaa de un eabudo 

de filtraei6n ripida con papel lhatman !o. 43 recibiendo el fil 

trado en un e•budo de separaei6n de I25 ml y agregar I2 al de -

icido cl orhídrico !¡ lavar el filtrado acidificado co• euatro -

porciones de clorofor•o de 25 •l cada una. Deaeohar en cada ea• 

so la capa inferior que es la de clorofor•o con iapurezas (ea -

ta es la soluci6n proble•a). 

6.- Deterainaci6n cromatogr!fica a alta prea16n de liquidoa. 

Procedimiento.- Con una jeringa Haailton de IO •icrolitros de -

capacidad inyectar al croaat6grafo de liquidoa de alta presi6n-

4 •icrolitros por separado de cada una de las soluciones tipo -
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1 problema. El cromat6!I'afo de liquidos de alta presi6n deberi-

•et.ar bajo las aigulentea condiciones: 

feaperatura aai>iente. 

Prea16n de la colwma 1500 PSI 

!tenuaci6n 32 X 102 de absorbancia para la !Ucotin­

aaida 1 un.a atenuaci6n de I6 >C :ro2 para la Ribofla -

T.111.a. 

ielocida• de la carta 0.2 pulg/111.a. 

Pase a6nl.- bBzP04 0.05 M '1 DlzP04 0.05 M u proporci&n de 

75:25 reapectivaaeate a un PI de 3.24± 2. 

7.- Cilculo• 1 resultados. 

Uilcular la cantidad de licotinuida o Ribofluina (ntaaina 82) 
emplendo la siguiente f6raulai 

~p x e >C D : ag de fticotinaaida o Ribo!lavina/cipsula. 

B .. st. 

Donde: 

BPP:: Ar•• o altura del pico ce la Nicotinamida o Riboflavina (so -

luci6n problema), 

l. t 11aArea o altura del pico de la Nicotina.ida o Riboflavina (so -
8 • 

luci6n tipo). 

C : Concentrac16n de la soluc16n tipo. 

D - D1luci6n. 

• 
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TABLA ao. 4 

DATOS OBTENIDOS EN EL ANALISIS DE NICOTINAMIDA EN CAPSULAS. 

Kicrogramoo. 
Muestra Adicionados 

I 
2 
3 

4 
5 

X= IOI.80 
s :::2.19 
t = 3.18 
rc95%::: 3. II 

3.58 

" 
n 

11 

11 

Encontrados % Recuperad.6n 

3.54 98.90 
3.70 103.40 
3.58 reo.oc 
3.70 103.40 
3.70 103.40 

L.c.= 101.80±3.u 

TABLA No. 5 

( x-i ) 

2.90 
1.60 

I.80 
l.60 
l.6o 

DATOS OBTENIDOS EN EL ANALISIS DE NICOTINAHIDA EN CAPSULAS. 

Microgramos. 

Muestra Adicionados 

I 

2 

3 
4 

5 

X=IOo.oo 
S= 2. 08 
t =3 .I8 
rc95%= 2.97 

4.20 
11 

11 

11 

11 

Ji.beontrados % Recuperac16n 

4.2? IOI.80 
4.27 IOI.80 
4.24 I00.90 
4.12 98.20 
4.09 97 . 30 

L.c.= roo.oo± 2.97 

( x-x ) 
I.80 
1.8o 
0.90 
r.80 
2.?0 

36 

( X-i )~ 
8.41 
2.56 
2.24 
2.56 
2.56 

( x-f )l 

3.24 
3.24 
0.36 
3.24 
?.29 



TABLA No. 6 
DATOS OBTENIDOS EN EL ANALISIS DE NICOTINAMlDA EN CAPSULAS. 

Microgramos. 

Muestra Adicionados Encontrados 

I 
2 

3 
4 
5 

i :99.60 
S: I. 9I 
t:: 3.18 

rc9.5%:: 2. 72 

4.42 4.33 

" 4.li2 

" 4.33 

" 4.37 
11 5.54 

TABLA No. 7 

% R9cuperaci6n ( X-X ) 

98.0I l.59 
100.00 0.40 
93.0I I.59 
99.00 0.60 

102.90 }.30 

DATOS OBTENIDOS EN EL AIULISIS DE NlCOTÍNAMIDA EN CAPSULAS. 

Micrograaos. 

Muestra Adicionados 

I 
2 

3 
4 
5 

I:l00.40 
S :::: I.5'? 

t::.3.18 

rc95%= 2.23 

4.64 
11 

11 

11 

" 

Encontrados % Recuperaci6n 

4.64 100.00 

4.57 98.40 
4.64 100.00 

4.78 102.10 

4.68 100. 90 

L.C.= 100.40±2.23 

( X-X ) 
0.40 
2.00 

0.40 

2.30 

0.50 

37 

( X-X f 
2.53 
0 . !6 

2.53 
0.36 

.L0.89 

( x-i 1 
().I6 

4.00 
0.16 

5.30 
0.25 



'U.BU Ko. 8 
DATOS OBTENIDOS EN EL AlfALISIS DE llJICOTINAMIDA EN CAPSULAS. 

Micro gr-os. 
Muestra A.dici oudos 

I 
2 

3 
4 

5 

X:IOO.I6 

S= 4.20 

t:3.I8 

IC95%:: 5.98 

4.86 

" 
" 
" 
11 

Ertco1:1trados % Reeuperaci.6n 

4.98 . 102.40 

5.0I 103.40 

4.66 96.oo 

4.62 95.20 

5.05 I04.00 

L.C.: IOO.I6 :t 5.98 

TABLA Bo. 9 

~ x-i > 
2.24 

3.04 

4.If. 

4.96 

3.84 

DATOS OBTENIDOS :&'f EL .ANALISIS DE RIBOF'LA.tIRA. EN CAPSULAS. 

Microgruoe. 

Muestra !dieionados 

I 

2 

3 

4 

5 

i = I00.00 

s = 2. 08 

t = 3. I8 

rc95'1:= 2.97 

0.478 

" 
" .. 
" 

Encontrados ~ Recuperaci.6n 

0.460 96.30 

0.482 IOI.00 

0.480 I00.50 

o.483 IOI.IO 

o.48j IOI.IO 

L.C.: I00.00 ± 2.97 

( x-i ) 

3.70 

1.00 

0.50 

I.IQ 

l.IO 

- .2 ( 1-X ) 

5.or. 

9.24 

I?.30 
24.20 

u..75 

( 1-X )2 

n.10 
I.00 

0.25 

r.21 

1.21 



1 

TABLA ll o. IO 

DATOS OM'Dil::>OS EN EL AIALlS!S DE RIBOFLAVINA EN CAPSOLAS. 

1 

Mi crograaos. 
Muestra Adicioo.ado• 

I 

2 

3 
4 
5 

I= I00.00 
s :4.20 

t.: 3.18 

IC95%= 5.99 

0.352 

" 
" 
" 
" 

ERcontrados % Recuperaci6n 

0.372 105.60 
0.363 103.20 
0.346 98.50 
(}.337 96.00 
0.340 96.70 

L.C.= Ioo.oo± 5.99 

'l'ABLA Ro. 1I 

( X-X ) 
5.60 
3.20 
I.50 
4.00 
3.30 

DATOS OBTENIDOS EN EL AHALISlS DE RlBOFUVINA EN CAPSULAS. 

Microgruoa. 
Muestra Adicionado• 

I 
2 

3 
4 

5 

i: 99.90 

S: 3.04 

t: 3 • .1.8 

IC95%: 4.33 

0.4I2 
11 

" 
" 
" 

EDcontrados % Recuperac16n 

0.412 100.00 
0.392 95.20 
0.409 99.30 
0 .. 42, .1.02.60 
0.423 102.60 

. ~-

l I-i) 

0.10 
4,;70 
0.60 
2.70 

2.70 

39 

( x-x ,2 
31.36 
10.24 
2.25 

I6.00 
I0.89 

e x-i ) 
:t 1 

o.OI 
22.09 
0.36 
7.30 
7.30 



TA.BLI. No. !2 

DATOS OBTFlfIDOS EN EL .lNALISIS DE RIBOFLAVINl EN CAPSULAS. 

Micrograaos. 

Muestra Adicionados 

I 
2 

3 
4 

5 

X: 99.IO 
S: ~.3? 

t= 3.18 

rc95%=3.89 

0.434 
n 

" 
n 

" 

Encontrado• :i. Recupu·aci6n 

0.4I2 95.00 
0.437 I00.60 
0.438 IOI.00 
0. 440 IOl.40 
0.424 97.?0 

• 
TABLA •o. I3 

( X-'i ) 
4.ro 
.1..50 
I.90 

2.30 
.1..40 

DATOS OB'l'ENIDOS EN EL Ali.A.LISIS DB RIBOFLAVIIU lli CAPSULAS. 

Micrograaos. 

Muestra Adicionados Bllcontrados 

I 
2 

3 
4 
5 

X= 100.~8 
S'."'." I. 55 

t= 3.18 

rc95%: 2.16 

0.456 0.456 

" 0.456 

" 0.450 

" 0.459 .. 0.4?0 

% Recuperaci 6a ( 1-i ) 
100.00 0.48 
roo.oo 0.48 
98.80 I.68 

I00.60 0.12 
ro3.oo 2.12 

-

( - 2 X-.1. ) 

I6.80 
¿.25 
}.60 
5.29 
I.96 

< x-i ,~ 
0.23 
0.23 
2.82 
0.02 
6.40 



IV.- DISCUSIOIES Y CO!CLUSIOHES 



Discu11oae1 l OODClUliOD••· 

Se desarrollaron m6todoa para el anAlisis de las siguientes Vitaai­

nas del complejo B: Acido nicot1u1co, Nicotinamida y Riboflavina en 

aateria priaa y en clpculas, usando las •lemas condicione• ~•l en -

sayo par~ ali.bes a6todoa. 

Las determinaciones de eataa Yitaainas se b.1.cieroh en medio &4ido -

porque la riboflavina es una Yitaaina que se descoapone en aedie -

b!sico. En loa métodos que se desarrollaron para el anAliais de ••­

tas Tita.minas se hicieron recobros, preparando placebos eapec.ial••~ 

te en cApsulas para la n:icotinaai~a y la ribo!lavlna adicioaando d!. 

terentes cantidades de estas Yitaiiinas al granulado Yitaa!nico de ~ 

de las c!psulas. 

El cromatograa~ t1p1co de las tres Yitaalnaa nos muestra la aeparaw 

ci6n de las tres en una sola 1nyecci6n. 111 el cual el priaer pico -

corresponde al leido nicotinico, el segundo a la nicotinaaida y el­

tercero a la riboflaTina. 
2 Las graticas obtenidas en cada caso, en las cuales se grafic6 aa 

del A.rea de los .picos contra soluciones de diferente concentraci6n~ 

en las cuales se observa que se obtiene una linaa recta, lo cual 

nos indica que el detector del aparato responde en forma lineal pa­

ra las diferentes auestras con diferente concentrac16a de cada Yit! 

mina. Este hecho también se puede apreciar claramente en el croaat~ 

graaa respectivo, en el cual se observa que el taaaf!.o de loa picoa­

va aumentando a medida que aumenta la cantidad de Titaaina. 

En las tablas de loe resultados obtenidos se observa que los valo -

res que se obtuvieron en las diferentes muestras son semejantes al-

valor medio ( valor más ). 



Loa valores presentan desviaciones muy pequefias por.lo que se pue -

de decir que los resultados que se obtuvieron son sa~istactorios. 

De acuerdo c'n los resultados obtenidos se p~ede concluir lo si 

¡uiente: 

a) istoe a6todos desarrollados para el anllisis de las vit1111inas 

tanto en aateria prima como en clpsllas, son aceptables por lo que­

se refiere a su Precisi6n y Exactitud. 

b) Loe resultados obtenidos confirman las ventajas que t i ene la 

cromatograf!a de l!quidos a alta presi6n sobre otras t6cnicas para­

el anllisis de vitaminas del complejo B. 

c) 11 a6todo desarrollado para el 6nAlisis de nicotinamida 1 ribo -

flaYina en clpeulas también puede aplicarse para analizar productos 

que ade111la de contener estas dos vitaainas contengan Acido nicot!ni 

co, ya que las tres vitaminas se separan perfectamente lo cual se -

observa en el cromatograaa típico de lae tres vitaainas. 

d) Por 6ltimo estos a6todos para el anllisis de estas vitaminas que 

se desarrollaroa en este trabajo contribuyen as! a nuevas t&cnicas­

de anilisis en el campo de la química anAlitica. 
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