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I. INTRODUCCION.

Es frzcuente encontrar preparaciones farnacéuticas aue
contienen algunas de las vitaminas hidrosolubles gque deben ser-
valoradss individaalmente, nara ello el analista sc enfrenta al-
problema de separar estas sustancias y cuantificar cada una de -
ellas. La determinacidén de estos principios activos es larga y -
costosa pues 8e requiere la preparacidén de soluciones reactivo -
egpec{ficas y el uso de equipo diferente para cada vitamina, lo-
que representa muchas horas de trabajo.

Existen muachos métodos de andlisis pnara estas vitami=-
nas, pero frecuentemente se presenta el problema de la existen-
cia de sustancias que interfieren en su valoracidn.Para elimi--—
nar estos problemas la cromatografia ha desempefiado un papel --
muy importante en su separacidén. Ya se han desarrollado méto —-—
dos de andlisis para la determinacidn de vitaminas en diferen--
tes formas farmacéuticas después de una separacidn cromatogrd -
fiea con posterior valoracidén (1).

En el presente trabajo se hace un: andlisis simultédneo
de algunas vitaminas hidrosolubles como son: dcido ascédrbico, —--
rivoflavina base, nicotinamida y clorhidrato de piridoxina en -
en una muestra coadn de tabletas wmasticables aplicando la téc -
nica de Cromatograffa de Lfquidos a Alte Presidén, utilizando sul
fato de sodio y dodecilo para formar un par-idnico con las vita-
minag en una columns de fase inversa.

También se realiza la validacidén el método analfitico-
incluyendo su linearidad y el tratamiento estaéistico de los re-
sultados encontrados para ceda una de lag vitaminas.



ITI. GENERALIDADES.

1.~ VITAMINAS HIDROSOLUBLES.

-

El nimero de preparaciones multivitaminicas disponi-
bles comercialmente se ha incrementado notablemente en los —-
dltimos afios, por lo que se hace necesario contar con métodos-
de andlisis rdpidos y confiables, que determinen el contenido-
real de cada vitamina.

Existen métodos bioldégicos , quimicos y fisico-qui--
micos que se han empleado en la valoracidn de vitaminas hidro
solubles; de estos métodos los gufmicos y fisico-aufmicos han-
reemplazado gradualmente a los métodos bioldgicos en el traba<:
jo de control de calidad(especialmente en la Industria Farma——
céutica ), debido a cue son mds rdpidos y baratos y en gene--—
ral sus lfmites de error son menores , sin embargo tienen poca
egspecificidad y debeh emplearse con cierta reserva (2) ya que-
puede existir la presencia de impurezas que interfierédn nota-
blemente con la determinacidén ouimica 8 fisico-ouimica de las-
vitaminas en los productos farmacéuticos.

Ya se menciond la poca especificidad de los métodos-
quimicos de andlisis aque se debe a las sustancias interferen-
tes, en este caso se recurrird a técnicas de separacidn como--
lo es la cromatografia, oue es el método mds apropiado para es
te fin por ser versdtil, tanto en su aplicacidn como en su maZ=
nipulacidén , y aue ademés se ha incorporado con gran €xito a -
los procedimientos de determinacidén ouimica y fisico-quimica -
de una gran cantidad de compuestos.

A coatinuscidn se hace una descripcidén general de =--

los métodos nue se han escrito para el andlisis de vitaminas -
hidrosolubles.
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1.1l.—- Acido Ascdrbico, Vitamiﬁ? c.
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Vitamina C dcido (L(+) - ascdrbico).

Los métodos utilizados en la determinacién de vitamina
C son los siguientes:

- Valoracién con 2,6 diclorofenol indofenol.

Este método es muy utilizado . Se basa en que el co-
lorante 2,6 diclorofenol indofenol en medio neutro y alcalino es
azul y en medio &4cido es rosa (3). El Acido ascérbico se oxida -
a dcido dehidroascérbico y la coloracién producida por la reduc-

cién del 2,6 dicloroindofenol puede leerse en un espectrofotd—- -

metro. El método es especifico '« para dcido ascdrbico puro.

- Valoracidén con Yodo 0O.lN:con cloramina 0.1 N.
Las soluciones de yodo y cloramina O.1lN oxidan cuan-

fitativamente al 4cido ascédrbico a dcido dehidroascdrbico. La —-.

solucién de cloramina es mis estable ya que en el método con yo-
do 0.1N el indicador utilizado retarda la reaccidn del dcido —-
ascédrbico(4), de tal manera cue el andlisis se ve afectado y el-
punto final es poco definido.Este método es especifico para solu
ciones de dcido ascdrbico puro. -

- Valoracidn volunétrica de vitamina C mediante el -
aislamiento de ésta por cromatograffa en papel y valoracidén es-
pectrofotométrica con 2,6 diclorofenol indofenol (2,4).

La vitamina C se separa de otras sustancias reducto-
ras mediante cromatografia en papel, con nosterior cuantifica —-
cidn usando 2,6, dicloroindofenol. ElL método es utilizado en a--
limentos y productos farmacéuticos.




~Valoracidn fotométrica del 4cido ascdrbico, con 2 ni-
troanilina por el procedimtento de Mohr (5).

El dcido ascdérbico se convierte en la 2-nitrofenil -
hidracida del dcido oxdlico por tratamiento con 2-nitroanilina--
diazoada (5,6), en presencia de un exceso de la solucidn de hi-
droxido de sodio .Este compuesto forma una sal sddica de colora-
cidn rojiza-violeta que absorbe a 540 nm. Bl método es adecuado
en el andlisis de frutas y productos farmacéuticos.

~Valoracidn fotométrica de vitamina C con 2,4, dinitro

fenil hidracina. -

Bl 4cido ascdrbico reacciona con 2,4 dinitrofenil hi-

dracina para formar la 2,4-dinitro-fenil-hidrazona que se solubi

liza en 4cido sulfirico y produce un color rojo que absorbe a -=

520 nn (6) . Da resultados satisfactorios en el caso de prepara-
ciones farmacéutiecas .

-Valoracidn Polarogrdfica de dcido ascdrbico.

En este tipo de andlisis el pH es importante., Los 11~
mites de pH para este andlisis estd entre 3-6 porque a valores -
mayores la vitamina C se oxida rédpidamente y a pH 4dcidos la onda
anddica presenta una curva poco aguda y por lo tanto no se puede
determinar con exactitud (6). Este método es especifico para vi-
tamina C pura,.




1.2.- Riboflavina, Vitamina B2
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Los métodos mds usados se basan en la medida directa
del color amarillo intrinseco de la riboflavina para su andli-
sis en preparaciones farmacéuticas; sin embargo esos métodos-
no son adecuados ya gue se pueden encontrar presentes otras —-
sustancias de color amarillo que falsean los resultados.

- Para el andlisis de vitamina B, pueden emplearse los
siguientes métodos quimicos y fisicoquimicos. ~

- Medida fluorométrica de la fluorescencia amarillo-
verdosa caracteristica de la riboflavina.

La fluorescencia aue presenta la riboflavina depen
de del pH de la solucidn y de su concentracidén. La presencia -~
de tiamina no interfiere con el andlisis fluorométrico de la—
vitamina B,, sea cual sea la cantidad existente en la muestra-
(5,6), pero sf{ lo hacen sus productos de degradacién.

- Medida fotométrica de la coloracién amarilla de -
la riboflavina. Este método puede aplicarse unicamente a con——
centrados de riboflavina y medicamentos que contengan esta vi
tamina siempre que se encuentren exentos de sustancias coloway
readas, Los resultacos obtenidos frecuentemente son poco resx-
producibles y poco exactos, ya que existen productos farmacédu-
ticos sensibles, que conticnen sustancias complementarias oue
desarrollan cierta coloracidn.




- Método de la Lumiflavina.

Se basa en que la riboflavina, insoluble en cloro-
formo, se convierte a lumiflavina, soluble en cloroformo, por-
irradiacidén (6) en solucidn alcalina; esta reaccidn es especi
fica de la riboflavina, ya que no interfieren otras flavinas-
aunque la desventaja es gue la irradiacidn a la cadena lateral
de la ribosa que conduce a la formacidén de la lumiflavina no -

es cuantitativa por lo tanto el rendimiento depende de las --
condiciones de operacidn.

~ Método Polarogrifico.
Se emplea un electrodo de goteo de mercurio. La -
solucidn de riboF¥lavina debe estar a pH 7.5 que es donde pre-
genta una onda caracteristica (6,7).

- #€todo Microbioldgico.

Los resultados de esta prueha pueden afectarse por
la presencia de almiddén , glucédgeno, dcidos grasos libres y -
ciertos compuestos proteinicos. En consecuencia estas sustan—-—
cias deben eliminarse antes de empezar el ensayo microbioldgi-
co, mediante tratamientos adecuadoss (5,6).




l1.3.- Piridoxina Clorhidrato, Vitamina 36
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- La vitamina B_. se encuentra en tres formas: pirido-
xina, piridoxal y piridoxamina, los cuales difieren Unicamente-
en los sustituyentes en la posicién 4, puesto que se hallan re--.
lacionados tan estrechamente aque reaccionsn en forma muy pare-
cida con los reactivos apropiados para su andlisis fotométrico
(4,5,); es decir producen colores muy similares , de tal modo-
que este método carece de exactitud para analizar vitamina B6'

Los siguientes métodos quimicos y fisicoquimicos pue-
den emplearse en el andlisis de piridoxina.

—~ Medida espectrofotométrica de piridoxina ¢ pirido—-—
xal (anlicable unicamente a soluciones puras, ~ue no coantengan-
sustancias que interfieran al ultravioleta (6).

La absorcién al ultravioleta depende del pH de la-
golucidn. ELl método es bueno para el andlisis sistemdtico en el
control de soluciones inyectables de vitamina B6'

- Medida fotométrica de la coloracidn anue se nroduce-—
con el cloruro férrico (reaccidn no especifica, apropiada para-
analizar piridoxina pura).

La molécula de piridoxina posee un grupo hidroxilo-—
fendélico cue origina una coloracidn parda caracteristica al —-
reaccionar con cloruro férrico. La aplicacién de este método -
limita a nreprsraciones de vitamina 3. ~rue no contengan otras —-—
gsustancias (Acido ascédrbico, fenoles, etc.,) (5,6) nue pueden -
reaccionar con cloruro férrico.
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- Medida volumétrica con 4cido percldrico en medio
no acuoso,
Esta valoracidn se utiliza solamente para determi-
nar niridoxina en soluciones puras.

~ Medida fotométrica de la coloracién azul que se de
sarrolla con -,6 dicloroguinona cloroimida (apropiado para el-
engsayo de piridoxina en preparados multivitaminicos (4).

La adicidén de 2,6 dicloroquinona cloroimida a una-
solucidn amortiguadora de piridoxina , que contenga isopropa-
nol, convierte a la vitanina en una solucién colorante azul -
de indofenol, esta reaccidén no es esgpecifica para la vitamina-
B., sin embargo la especificidad puede incrementarse adicio--
nando dcido bdérico (5), oue evita la caloracidén y que forma --
un complejo con los dos grupos —~CH20H adyacentes. Este método-

eg poco estable,por lo aue sge debe medir dentro de un interva-
lo limitado de tieumpo.

~ Medida fotométrica de la coloracién producida por-
p-dietil amino anilina en presencia de un agente oxidante (se-~
usa para mezclas multivitaminicas). (6,7).

La adicidn de ferricianuro potédsico u otros agentes
oxidantes a una solucidén ocue contiene piridoxina y p-dietil —-
aminoanilina produce un derivado indofendlico de coloracidn -~
azul intenso. El color producido se extrae con benceno y se lee

a 605 nm., La degventaja es oue otros fenoles pueden reaccionar
con egte reactivo.

- Medida fluorométrica de la piridoxina, previa oxi-
dacidn de 4cido 4- piriddxico.

Este método es sensible para la valoracidén de los
tres factores vitamfinicos 3.. 3e bhasgs ¢m 1a oxidicidn de piri-
doxinn y niridoxal a dcido R—piriddxico con nermanganato de po
tasio (5). La lactona de dcido 4-piriddxico produce fluorescen
cia azulosa en soluciones alealinas. La piridoxamina se con-.&a.

vierte a piridoxina con £cido nitroso, y en esta formn se oxi
da a 4cido 4-piridéxico.
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- Separacién de piridoxina, piridoxal y piridoxamina
mediante cromatograffa en capa fina (5,6).

Los tres factores pueden separarse fdcilmente so--
bre placas de gel.de sflice y anzlizarse individualmente. A —-
causa de la gran fotosensibilidad de la vitamina B6, el croma-—
tograma debe desarrollfTse al abrigo de la luz. La croma+ovra-
fia puede emplearse taubién para eliminar sustancias interfe-
rentes en los andlisis fotométricos o fluorométricos de la pi
ridoxina (4,5).

- Andlisis Microbioldgico.

Cantidades ecuimoleculares de los factores antes
mensionados muestran actividad en el ensayo de Sacharomyces —-

(7).
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l.4.- Nicotinamida.

Piridina-3-=carboxanid=a.

Los métodos fotométricos son aés capleados en el a-
ndlisis de dcido nicotinico y su anida; ambos absorben al ul
travioletas en una regidn muy parecida, este andlisis se uti+
liza solo para soluciones acuosas inuy nuras.

Los siguien.es métodos aquimicos y figicogquimicos —-
son aplicables en la determninacidn de dcido nicotinico y ni--
cotinamida,

- Valoracidn espectrofotométrica de nicotinaanida.
Bl em)leo del procedimiento esnectrofotométrico -
se restriage 2 sd>laciones aue contiene- =:X¢" asivancnte dcido-
nicot{nico y nicotinamida, que se encuentran exentos de otras
sustancias que absorben al ultravioleta (5).

- Valoracidn fotométrica parz el andlisis de nico-
tinamida . . . . . as
) Se trata de una reaccidn tipica de piridina y —-
sus derivados al reaccionaf con bromuro de ciandgeno. E1 ani-
1lo piridinico se abre para formar una solucidn amarilla cu-
ya absorbancia se determina (4,5).

~ Valcracidén de nicotinanida en preparaciones poli-—
vitaminicas por el método del dcido barbitdrico.




13

El anillo piridinico de la nicotinamida se abre con-
bromuro de ciandgeno en una solucidn que contiene fosfato mono
potdsico. La combinacidn de la solucién resultante con el reac
tivo del 4cido barbitdrico produce una coloracidn violeta con
un miximo de absorcidn a 550 nm (5,6). El 4cido nicotinico -
no interfiere con la nicotinamida . En consecuencia, el método
es altamente selectivo y se aslica al andlisis de nicotinamida
en productos aue han sido alnacenados durante algin tiempo.

~ Valoracidén "olarogrifica de nicotinamida.

La determinacidn polarogrdfica de la nicotinamida-
en preparaciones vitaminicas, después de la adicidn del elec-
trolito (Mercurio con hidrdéxido de tetrametilamonio al 1%) -—-
(5,5), se utiliza para snalizar preparados aue coantengan Uni-
camente nicotinamida.

- Senaracién del dcido nicotinico y de la nicotinami

da por cromatografia en capa fina. -
La cromatograffa sobre placa de gel de sflice —-

proporciona separaciones muy buenas de la vitamina y sus impu-
rezas, este mgtodo puede emplearse para la deteccidn cuanti
tativa o cualitativa de la nicotinamida. -

— Valoracidn .licrotioldgica .

El lLactovacillus arabionasus presenta crecimiento-
no solo frente al dcido nicotinico y su amida. En cambio el —-—
crecimiento de Leuconostoc mesenteroides se estimula Unicamens
te por el dcido nicotinico,vde-ntal medo oque si se realizan ——
simpltdneamente aibos ensayos, puede calcularse por diferen-—
cia la cantidad de nicotinamids.

Se han explicado brevemente 1los diferentes métodos-
oficieles paras el sndlisis de vitaminas hidro-o'ubles, con lo-
cual podemos darnos cuenta nue estos métodos wmun largos y no -
selectivos, pero muy Utiles en el 2ndlisis ce materia prima o
de preparsdos univiiaminicos.
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2.—- Cromatografia de Licuidos a Alta Presidn.

La Cromatografia de Liruidos a Alta Presidn (CLAP) -
es una técnica que nos permite sepsrar, aislar e identificar -
los componentes de una mezcla ocuimica. La muestra se distribu-
ye entre dos fases, una mévil y la otra estacionaria, de tal -
manera cue cada uno de los componentes <de la mezcla es reteni
do selectivamente en la fase estacionaria. -

La separacidn se lleva a cabo en una columna tubular
rellena de un sélido poroso finamente dividido, el cual puede-—
actuar como fase estacionaria o como soporte de una fase esta
cionaria liouida; la fase mévil fluye a través del relleno de-=
la columna, arrastrando los componentes de la mezcla oue son -
retenidos selectivamente; el flujo de la fase mévil se mantie-
ne constante a través de todo el proceso y de esta manera se -
logra cue cada componente sea eluido de la columna como un com
nuesto puro, disuelto en la fase mévil. A esta técnica Se le =
llama "Cromatografia de elucidén".

En 1la siguiente figuré se representa un cromatogra-
ma por elucidn, en donde se puede ver la distribucidn de los-

componentes de la muestra entre la fase mévil § la fase esta--—
cionaria.

PARAVETROS CROMATOGRAFICOS

. componente I componente II

nico no

retenido
l V)
l:__m__. 1
- T »

vV - V= 2
Q
l V=Y

Las "'dos dreas del cromatograma involucran la banda -
Ge retencién y 12 hande de amplitud nue son caracteristicas de
un sistems cromatograrfico (3).
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Para la aplicacidn de la (CLAP) es necesario la consi-
deracidn de los sifuientes pardmetros:

~ Coeficiente de particidn (X).
Este nardmetro nos relacionz lz concentracidén de -

1la muestra en las cdos fases.
&7

K = conc. en la f#se estacionaria (X)E
conc. en la fase mévil (¥)m

También se puede expressr el coeficiente de parti--
cidn o distribucidn =n canticdades molares de la muestra entre—-—
las ¢os fases:

K'= contidad en la fase estacionaria WE
cantidad en la fase mdvil W

- Tiempo de Retencidn (tR).
is el tiempo cue se recuiere para ocue la maestra -
pase a través de la columna.

~ Plato Tedrico (N).

La seperacidn cue ocurre a lo largo de la longitud-
de la columna cromatogrifica puede ser eauivalente a la cue ocu-
rre curante la etapa de eruilibrio en una sepuracidn o vn una --
destilacidn.

El ndmero de platos telricos oaue se reouiere para -
una separscidn  se calcula de la siguiente manera:

2

N= 16(tR) t3X = tiempo de retencidn
i Y = anchura del pico -
cromatogrdfico ¢n la

hase.

-~ Capacidad Tactor (Cf).
Es una medida de la interaccidn de los componentes
Ge la muestra, el material ¢é. cmproue y 1la cosbinacidn ce 6i —-—
solventes

Cf = V., - V. V.= volumea de retencidn
R

Vi V. = volumen .nuerto.
P J
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~ Volunen de Retencidn (V_).
5s una medida de la atraccidén de un componente de -
la muestra por la fase estacionaria. el V_ estd dado por el vo-
lumen del disolvente, el cual pasa através de la columna desde-~
el tiempo de inyeccidn al tiempo donde la concentracién mdxima

del componente emerge. Tembién es conocido como volumen de elu—
cidén .

L - Resolucidén (R).
Es una medida de la separacidn de los componentes -

de una muestra. R toma en cuenta la sepzracidn al pico méximo y-
la mitad de los otros picos.

| R=V, -7V
[ (w2 + wl)/z

donde V,, V. = volumen de -
retencidén del componente 2 y componehte 1.

Wz,'W1 = mitad de —-—
los componentes 2,1.

—~ Volumen muerto (V.).
Es el volumen de gisolvente en el empaoue de la cO-—-—
luma. V_, estd dado por la cantidad de disolvente que se reaquie

re para eluir la muestra, el cual no interactda con el material=
de empanue.
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2.1.— Columnas y PFases Estacionarias.

En todo sistema cromatogridfico, la columa es el co-
razén del sistena (3,2), puesto que en ella ce lleva a cabo la
sepiracién de los componentes de una mezcla. La columna con--
siste bdsicamente de un tubo de acero inoxidaple aque contiene
un material de empaoue 30r091ado, este material puede ser nelx
cular y noroso:

- Jdaterial pelicular.
Es un adsorbente pelicular 1llamado también de cen
tro sélido. Consiste de particulas esféricas no porosas, TeécC

biertas con una capa muy fina de un adsorbente poroso, como —-—
gel de silice o alumina.

- faterial poroso.

Casi sienpre es (gel de silice o alumina). Acui -
el tamafio de nartficulz es importante poroue es el sardnetro —-
aue regula el proceso Ge difusidn de las moléculas de la mues—
tra hacia adentro y hacia afuera dae los nsoros de la parti --
cula. Estos tipos de materiales tienen muchas cosas en comin;-
ambos se introducen fdcilmente a la colunna, son muy eficienw=
tes y se pueden utilizer en cromatoszrafia licuida-sdlida (CLS)
o cromatografia linmuida-liouida (CLL); asimisno se oueden unir
ouimicanente en su suserficie a alguna fase liouiaa y crear un
nuevo tipo de cromztogralfa. Acemds, hay aateriales de relleno
cel tipo peliculer y voroso para Cromatozrafia de Intercavio -
Iénico.

A continuacidn se descriven tipos de crou=togralffa —
licuida y el material de emaaoue utilizsdo, asi como los aecca-
nisios de separacidn.

Hey cuatro métodos o formnus de reslizar la cromato—-
srafia 1iruida, cads una basada en difercntes mecanisinos de se
naracidn de los componentes de la auestra. Jfediante el inter--
cambio de¢ las colunnAas con cmpa~ue especifico es nosiole tra -
bajar con los tipos de cromatozrafia nuc se descriven a conti-
nutcida.

f
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~ Cromatografia Linuida-Liouida (CLL) o Particidn.

Se basa en la diferente solubilidad que presen—-—

ta una molécula de la nuestra en 1a fase mévil ¥y en la fase-
estacionaria, nara oue los compuestos mds soludbles e¢n la fa-
se zstacionaria sean selectivanent:e retenidos nor ella, y --
los menos solubles s-an transportados mds rdpidanente nor la

fase mdvil. o , .
- La (£LL) se utiliza pars compucstos moderadamen

te polares cuya masa molecular sea inferior a 1500 (9, -
el tino de empanue utilizado son derivados organosilicos ce
sflice nue se presaran haclenGo reaccionsr el octadecil o el
tfenil silano (8,9), con vnarticulas de silice para teaner un -
emnasue no 7olar. .

Vlecanismo,
La fase estacionaria est4 cubierta con un 1fouido
¢l cual es capaz de retener selectivamsnte las moléculas de—

la mustra en base a2 su solubilidad tanto en la fase estacio
naria como en la fase mdvil.

- Cromatografia Lfruida-Sélida (CL3) o Adsorcidn.
En este tipo de cromatograffa la naturaleza del
gruno funcional es un factor nrimario nue afecta la reten -
cidén de 1la molécula del soluto en la colunna, ya oue es un -
proceso competitivo, en el cual la polaridad de los Frupos -
funcionzles del soluto ¥ los grupod polares ce la fase m'vil
compiten por los sitios activos , rigidamente fijos, sobre -
la sunerficie del adsorbente; oor lo cuul la retencidn es u-~
na funcién de la interaccifn entre 1la superficie olar del-
adsornente y la solaridad ¢e las moléculas del soluto en la-

fase mdvil. Los adsorbentes mds utilizados son alunina y gel
de sflice.

Mecanisno.

Bl mecanismo de seperncidn de la CLS se basa en—
1a comnetencia mue existe entre las moléculus de la muestra
Y lag de la fase névil o disolvente, por ocunar los sitios -
netivos de la sazerficie de un sdlido.



19

— Cromatografia de Intercambio idnico.

Ls un nroceso de adsorcidn en el cusl hay un inter-
cambio r versible de iones, oue ocurre entre la fase ndvil y -
la suserficie cargsda de un idén intercambiable .n uns resina, -
l2 cual constz de una matriz de nolimeroc cuc es permeable & -
los solutos iédnicos (9).

Existen dos tipos de resinas utiliz cas en cromato-
crafia de intercambio idnico:

Les resinas aue atraen iones negativos se llaman --
resinas de intercambio znidnico y las ocue atraen iones positi--
vos se llzman resinas de intercambio cationico.

fecanismo.

El meceonismo de sensracidn. por intercambio idnico
se hass en la competencia entre la fase mévil y la nuestra --
idnica, po~ los sitios activos de una resina interczabiasdora de
iones (10).

En 1la fase advil se nuede variar 1o fuerga idnica -
0 el nH wara obtener la elucidn de los coapnoneantes ce la mezcla
un un tienno razoashle. ista foras de cronatozrzfla es dnica y-
se nuede anlicar 2 esnecies idniecas.

~ CSromatozraifia Tieruida gor Zxclusién.

La fase estacioanria es aulmicmuente inerte, lo cusl
involacra la difusidn selectivs de las 10lécil=ss Ge goluato cen -
tro y fueras ¢e 12 fase ndvil. Ll srado ce r-tencidn aznende cel
tamaio del naro c¢e la fane esgtacionsria (11).

lecanismo.

%l mecanisno de scnparecidn se efectda de z2cucrao al
tama®io de 1a nolécula.

Lo columna se r:llens de un rsel, cuyos _ocros son .e
t2anlio siailar 21 tanmio de las moléculas de 1a muestra. Las uo
léculas pecuvefias penetran dichos 0ros y ~ueden reteni¢os en —-—
tanto rue las grondes no los son. Los linmites diwencionsles de-
poros-moleculares en nue ge suede tralLejer vor cromatografis —
?e gxclusidn voria desde 2000 hssta varios millonee Ge¢ micras -

11).
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2.2.— fGleccidn de la Tase W8vil.

Auncue la fase mévil no es narte instrunentel pronias-
mente diche,el control de la presidn, el flujo y la composicidn
de la misma, son muy importantes, de 2hi oue sea necesario aue-
la fase mdvil tenge ciertas carBcteristices (10,11) para ser -
Utiles a la cromatogra§ia liruida, las cuales son:

- Disolver la muestra

- No degradar o disolver 1la fase estzciloneris

~ Tener bezja viscosidad

- Ser compatiblke con el tipo de detector utilizzdo.

Es indisnenseble cue la muestra sea soluble en la fa-
se mdvil para cue seac trensportads a través de la columna, ya -
aue la velocidéed de migracidn de los componentes de una mezcla
estd controlada vor le interaccién entre los acarreadcores, el -
soluto y la fase estacioncria.

Considerendo la existencia de los cuatro tipos de cro
natosraf{a , se tienen mecanisnos de interzccidn entre la fase-
mévil, la columna y el soluto; los cucles se describem a conti-
nuacidn,

~Cromatograf{a Linuida-Liruida o de Particidn.

El soluto interrctda con la fase mdévil. La furrza -
del disolvente se incrementa con la afinidad ael soluto, lo nue
significa nue aunenta la fuerzs de solvatacidn del disolvente-
por el soluto (11), similarmente 1la retencidn se incremento por
la fuerze de solvaticidén de la fase estacionaria.

- Cronratocrafia Sélico-Liruido o Adsorcidn.

Bl disolvente (fase mévil), compite con el soluto -
nor los sitios activos de la f-se estacion:iria, yo cue la fuer-
zaa del disolvente se ve incrementecda por la afinided Ge este
a los sitios activos c¢el sdsorbente (12).

- Cromatografia de Intercombio idnico.
La fase mdvil en este tipo de crowatosrrafis son so-
luciones repuladoras y soles neutras; donde la retencidn cel so
luto es inversonecnte nroporcionsl a 1o cosncentracidn iSnica "=
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El papel de las soluciones reguladorss es el de mante-—
ner el pH deseade en la fase mévil (11,12).

~ Cromatografia de Exclusién.
Los disolventes utilizoados como fose mdvil en la  —-
cromatografia de exclusién , necesarismente Geben disolver & la-
muestra. » -
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2+3.~ Tipos de Detectores.

¥l detector en cromatografia limuida es un disnosi-
tivo aue mide en forma continua una oroniedad fisico-cuimica-
de los componentes de la muestra y que generg una seijal pro--
porcional a la concentracidén de ella.

Se han usado diferentes detectores cuyo funciona---
miento se bass en diversas propiedades de la solucidn (3,3),
pero la gran mayoria de ellos solo han tenido un uso limitado
Yy esto ha imnedido sa adopcidn definitiva (13).

Actuszlmente existen dos tinos de detectores de uso
muy generalizzdo que se describen a continuacidn:

— Detector de Luz Ultravioleta.

Su funcionamiento se basza en la absorcidn de la -
luz vor parte de la muestra. La resnuesta es selectiva ya aue
solo puecen ser detectados los componentes que absorben luz -
de longitud de onda en cue opera €l detector.

Este detector es insensible a los cambios de flu~
Jo y temmeratura, siempre y cuzndo €l disolvente no absorba -
en grado aprecizble.

— Ietector de Indice de Refraccidn.

Bste detector mide la diferencia entre los fndices
de refraccién del disivente puro y de la solucién de la mues=:-
tra que sale de la columna; de esta manera se detecta cualaui-
er cambio en la composicién de la fase mévil. La respuesta de-
este es universsal y su sensibilid:d es moderzda, generalmente-
del orden de microgrsmos o de partes por millén (12).

Es 1{cito consiésrar que el detector ultravioleta-
es miAs sensible y de uso mAs zeneralizado en cromatograffa de-
1fcuidos, debido a oue la mayowrfa de los compuestos especial -
mente los de interés farmeeéutico absorben intensanente en la-
regifn ée ultravioleta.
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2.4.- Puncionsmiento del Cromc¢tografo de Linuidos a Alta Presidn.

Todos los sistemas del cromatdgrafo de licuidos fun-
cionan de acuerdo al mismo principio bédsico, el cual consiste-
de rdpidez y eficiencia en la separacién, asi como alta resolu
cidén. -

El sistema tipico de cromatografia de licuidos de =l
ta presidn consiste de diferentes componentes, los cuales se -
describen a continuacidn.

columna. Ld

detec.

sistema ) !m;

liberador ) )
de disol. © .
integr.

muestra

1disolsr:
N
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- Inyector.
s usado para introducir la muestra dentro de la -
columna.
- Bombas.
Es el llamado sistema liberador de disolvente, ya
que lo libera continua y uniformemente . El flujo pasa libre -
mente constituyendo la’fase mévil.

- Columnas.
s el corazén del sistema cromatogrdfico, es aqui-

donde se lleva a cabo la separacién de los componentes de una-
mezcla.

- Sistema de deteccidn.
Consiste de uno o mds detectores diferentes, conec-
tados en serie. Cada detector manda la sedal cuantitativamente-
cuando emergen de la columna log componentes de la mezcla, la-
senial se representa como un cromatograma en un registrador.

-~ Registrador.

Su funcién es representar en un sistema gréfico la-
senial dada por el detector. Generalmente se utilizan registra -
dores potenciométricos de 1 o 10 milivoltios. Otra caracteristi
ca deseable de los registradores es la respuesta rdpida de la<
pluma y el tener una velocidad variable en el el papel.

Antes de cualquier procedimiento cromatogréfico.la —-
muestra tiene cue estar en forma lfauida y libre de cualquier -
vartfcula sélida aque obstruya al sistema. Ls muestra es introdu
cida por el inyector al sistema de disolventes y es bombeada-
a través de la coluwumna donde los componentes interactdan con -
el disolvente y ¢l material de eampaocue, lo cuc tiene como con—-
secuencia la separacién. Cads comnonente emerge de la columna-
Y pasa a un detector, el cual nanda una sefial a un registrador.
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III.- Fundamento del Tema.

La Cromatografia de Lfquidos a Alta Presidn nos ayu-
da a lograr una separacidn e identificacidn fécil y répida de-
los diferentes componentes que estén presentes en una mezcla-
proporcionando asi{ un método segcillo y confiable en el and--
lisis de mezclas analiticas.

ot

IV.~ Planteamiento del Problema.

Se requiere el desarrollo de un método de andlisis -
rédpido y sencillo, aplicando la técnica de cromatografia liqui
da en una mezcla multivitaminica (tabletas masticables); que -
contiene 4cido ascédrbico, riboflabiha base, nicotinamnida y +er
clorhidrato de piridoxina, de tal manerz oue haya una buena -
separacidn y reproducibilidad de estos coupuestos.

V.- Objetivos.

El presente trabajo tiene como objetivos: el desarro
1lo de un método analitico simultdneo para la determinacidn de
rivoflavina base, nicotinamida, 4dcido ascédrbico y clorhidrato-
de piridoxina en una muestra comin de tabletas masticables; -
por Cromatograffa de Liauidos a Alta Presidn, asi como reducir
el tiempo y costo de andlisis aue representa cada una si se -
hiciera por los métodos oficiales.

VI.- Hipdtesis.

Dadas las estructuras diferentes que presentvon la ri
boflavina base, nicotinamide, dcido ascdrbico y el clorhidrato
de niridoxina, considero que mediante la avlicacidn de la téc-
nica de (CLAP) se puede hacer una determinacidn simulténea de-
estas vitaminas en una muestra comin; basdndose en el princi -

pio de la formacidn de par-idnico cn una columna de fase inver
sa. N
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VIIL.—- Parte Experimental.

- FORNULACION.

tabletas masticables.

l.- Acetato de vitamina A ¢.cc.ceveeceseosaes 10,00 mg
2.~ Vitamina D(calciferol) ....cseevsvsessas 0.0L mg

3-— Vitamina C (protegida) ¢ 000 @t 0 0000000 60.00 mg

e
40- Acetato de Vitamina E (al 50%) ¢ e 000000 50.00 mg
5.— NiCOtinamida €S0 0P OHOLOLEPL SISO SIOSIOIEBLIOTIREEEEN 20000 mg

6.~ Mononitrato de tiaminag .e.eeeeececsessss 2.00 ug

T.— Riboflaving seeeeeeecveverenseannssnseas 2.00 mg
8.~ Clorhidrato de PiridoXiNna eeseeesesesees 2.00 mg
9.~ Cianocobalaming .seveeecevsecessessessseas 0.60 mg
10.- Acido fdlicO .eveevevereiicnossasansaneas 0.40 mg

lln— EXCipiente C.b-p ® 9 0% 000080666050 0060 00000 ltableta.

Nota ' recubierta con gelatina para nroteger su esta-
bilidad.
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- Material y Eauipo.

Eauipo.

l.""

Crometogralo de Liouidos a Alta Presidén
"Spectra Physics'" mod:lo 3500 3.

2.—- Detector de longitud de onda variable
"Spectra’Physics" modelo 7200
3e= Integrador "Spectra Physics" modelo 4100
4.~ Columna ODS micro~bondapack C 3 (3.9 x 30 cm)
"#aters Assoc." ; Inc.; Milforﬁ, Mass.,
5.~ VAlvula loop de 10 microlitros
6.~ Parrilla de agitacidn.
+~ Matraces aforados de 50 ml.
- Reactivosg.
l.- Dodecil sulfato de sodio R.A
2.- Acido acético glacial R.A
3.~ Metanol absoluto R.A
4.~ Patrones de referencia de:

Riboflavina (Roche).
Nicotinamida(Roche).

Acido Ascdrbico (Roche).
Clorhidrato de Piridoxina (Roche).
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- M&todo Analf{tico.

Procedimiento:

Solucién Tipo.— Preparar una solucidn tipo ocue con-
tenga 900 mcg/ml de 4cido ascdrbico; 300 mecg/ml de nicotina -
mida; 30 meg/ml de clorhidrato de piridoxina y 30 mcg/ml de -
rivoflavina en agua destilada.

Solucidn Problema.- Pesar exactamente una cantidad—
de polvo eguivalente a 50 mg de dcido ascdrbico, el cual con-
tiene (16.66 mg de nicotinamida, 1.66 mg de riboflavina y —-
1.66 mg de clorhidrato de piridoxina; transferir a un matraz-
volumétrico de 50 ml y llevar a volumen con agua destilada, -
agitar mecanicamente durante 30 minutos; filtrar a través de-
un embudo de filtracidn rdpida con papel Whattman # 2.

i

(Todo el material debe estar protegido de la luz).

La solucidn tipo y la solucidn problema se inyec-~-~
tan al cromatdgrafo de Linuidos con las siguientes condicio-
nes de operacidn:

~ Columna ODS micro-3ondapack 018

~ Tase MEVilieeeeesosaasvssnness. Dodecil sulfato-—
de sodio 0,005M en 1% de £ci
do acético glacial : Metanol
gbsoluto. (60 : 40).

- Velocidad de flujo seeeeseesses 2 ml/min

- VelOCidad de 18. Carta ® 80000 0900 0.5 Cm/min

- Detector wWltravioleta .eceeeeee 270 nm

—AtenuaCidn ¢ ® % 090 0O P s O ses e e sre 0002 A[]FS

- Celda de Referencia .eeesseceecee =ire

- Volumen de inyeccidn ...e...... vilvula loon de 10 mecl.
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LOS CROMATOGRAMAS OBTENIDOS SE REPRESENTAN EN LA SIGUILN-

TE FIGURA.

TINE

INJECT

TIEMPO DE RETENCION:

a. -
bo"’

Ce~

1.17
2.26
3.29
9.12

PROB LEMA

COMPONENTE

VITAMINAS

ACIDO ASCORBICO
RIBOFLAVINA

NICOTINAMIDA

CLORHIDRATO DE PIRIDOXINA
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LOS CRUMATOGRAMAS OBTENIDOS SE REPRESENTAN EN LA SIGUIEN-

TE FIGURA:
a
c .

93]

=

-

- d

[

7y

.

— ‘

REFERENCIA EXTERNA

TIEMPOS DE RETENCION : COMPONENTE :
VITAMINA

a.- 1.18 ACIDO ASCORBI1CO
b.-  2.26 RIBOFLAVINA_
c.- 3.33 NICOT INAMIDA

‘d. - 9.11 CLORHIDRATO DE PIRIDOXINA
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- Principio de la formacidén de Tar- idnico en Crome-—
tograffa Liquida de fage inversa.

La separacidn crometogrifica de estas vitaminas se -
lleva a cabo mediante la formecidn de un par-idnico, cue es una
técnica en la separacidn de compuestos idnicos y cue se coumpor-
tan como especies no-iénicas con caracter{sticas lipofilicas-~

Los compuestos que forman par-idnico son reactivos -
de cadena largs con idn contrario a las especies involucradas-
en la separacidn y oue se disuelven en la fase mévil de la cro
matograffa l{cuida.

Estas sustancias , al formar la fase licuida estacio
naria en la columna forman un complejo aue estd en equilibrio=
con la muestra idnica. La especie resultante puede ser fécil--

mente cromatografisda por Cromatografia Liocuida en fase inver-
sa.

Este princinio general de separacidn nuede ser ilus-—
trado con la siguiente ecuacidn:

(+) (=)
8 0
Qaq v X an ——P ‘Xbrg.
Q(+) = Torma idnica de-
la vitanina
X(_) = Dodecil sulfato-

de sodio (ién- -
contrario).

La ecucidn nos nuestra cue los solutos solubles en -
agus se comhinan con la sustancia oue contiene el idnecontrario
y formam una 10lécula no-polar. El pH de la muestra se ajusta-
para inducir la ionizmeidn y asi facilitar su cowbinacidn con-
el idn~contrario (14). De esta manera ¢l srr—idnico formado se
distrituye entre las dos fases (acuosa y orgdnica). La veloci-
dad de distribucidn depende de la estructura del complejo y &
de ln concentrncidin ¢el idn en la fase mdvil.

La eleccidn de suctrncias con idn contreario se baso

n la compcsicidn de la face ndvil y e¢n lor pruelas cro&atogré
'-S ( /',1./). -

h




33

~ Mecanismo de sepzrucidn cromutogrifica.

La separacidn cromatogrifica por formacidn de -
par-idnico dentro de la columna de fase reversa que se lle-
vé a cabo en la detorminncida ds las vitaminas hidrosoliitee.
bles sigue el siguiente mecanismo:

alt) +  nEX Coamx o+ B¢
aaq orge v aq

~ muestra ioni- fase esta- par-idnico
zada cionariza



Meconismo de retencidén del dcido ascérbico:

Si

Si

Si

Si

FPASE ESTACIONARIA

n=~0

CH2(CH2)16-CH3~-CH3(CH2)11 -0~ _o(')

H2(CH2)16-CH3~-CH3(CH2)11-0- -o(‘)

O o= =00

I
CH2(CH2)16—CH3—-CH3(CH2)11—O-S~OQ1X.Sfa
CHz(CHz)16-CH3—-CH3(CHz)ll—o—g-o(”)

CH2(CH2)16—CH3~—CH3(CH2)11—O—§—O(_)
|

ACIDO ASCORBICO

¥
cn  O-H
e S
4
O

e
jasns

FASE

HOVIL

En la molécula del #cido ascdrbico, la cetona se protona debido
al medio Acido existente dentro de la columnna, la cual se va a unir

al grupo sulfato para formar par-idnico cue se retiene

debilmente—~

a la fase estacionaria,.Ademds la polaridad que presenta la molécula
y su afinidad por la fase mévil hace que sga eluida en vrimer lugar.
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Mlecanismo de retencidn de la riboflavina:

0
CH2(CH2)16—CH3--CH3(CH2)11—O—ﬁ-O(-)
o)

-~

CH2(CF2)16-CH3——CH3(CH2)ll-O—%lO(—)

@

- OH
CH2(CHE2)16~CH3--CH3(CH2)11-0 iL WV Xy CH3

- }o(?....
i ;,.&\] - H
CH3 -

CH2(CH2)16—CH3-=CH3(CH2 )11-0— l0{ 77 (+) HO ™' “HggHggQggH3 '

&

>

o —x

Si

,/;////’F

T T U

0

////,//”

Q0

CH2(CH2)16—CH3-—CH3(CH2)ll—O-%—O(-)
0

FASE ESTACIONARIA RIBOFLAVINA FASE MOVIL

La rivoflavina es retenida selectivamente por los 8itios activos
de la fase estacionaria; existen dos sitios activos de protonacién en-
la molécula, vero la polaridad que presentan sus otros grupos funciona
les la hacen afin & la fase mévil aque la eluye de la colwnmna cromato——
grifica.




Mecanismo de retencidn de la nicotinamida:

2

0
5" MH2(Cn2)16-CH3-—0H3(CH2)11-0-5-0' ")
0
0
CH2(CH2)16—CH3-—CH3(CH2)ll-O—S—O(—)

0
0 H
CH2(CH2)16—CH3——CH3(CH2)11—0—3-0(7)'"'(+)

. 0 0
i 5 i

_ ~C-NH2
CH2(CH2)16—CH3——CH3(CH2)ll—O-S-O( )

0
0

H2(CH2)16—CH3-—CH3(CH2)ll—O—S—O(-)
0

ol

O-—=

FASE ESTACIONARIA NICOTINAMIDA PFASE MOVIL

Il nitrégeno del anillo piridainico es protonado nor el mecio 4cido
existente y va a foramar par-idnico con el anidn del gruno sulfato.La re
tencidn es mayor debido a la fuerza de unidn con la fase estacionaria,~
el grupo funcional amida tiene afinidad por la fase mdévil polar, lo que
hace aue nueda eluir de la columna cromatogrdfica




Mecanismo de retencidén del clorhidrato de piridoxinas

(NS

cnz(CH2)16-CH3--CH3(CH2)11-o-ﬁ-o -
(=)

31 0 }il Cl
o] 2(CH2)16-CH3--CH3(CH2)11-0-Q-0(‘)----0+) CH20H %
Ho
0 ~-H
51 ﬂ CH3 \\___/;n
CH2(CH2)16—CH3——CH3(CH2)11—O-ﬁ-O(—) CH20H
o 1
Si 0
N (=
CH2(CH2)16—CH3——CH3(CHZ)ll—O—ﬁ—O( )
0
H2(CH2)16-CH3-~CH3(CH2)ll—O-@-O(—)
"ASE ESTACIONARIA PIRINOXINA HCL FASE MOVIL

Se observa que la molécula de clorhidrato de piridoxina es la que se-
retiene fuertemente a la fase estacionaria, y aunque contenga grupos fun-
cionales polares aue la hacen afin a la fase mévil, se observa que hay ma-
impedimento estérico, lo gque hace que eluya al final.

T EE———————
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Linearidad del Método.

El objeto de obtener linearidad en el método es en-
contrar la relacidn entre la cantidad adicionada de vitaminas
y las cantidades encontradaes de las mismas y demostrar cue -—-
los cambios de concentracidn tienen un comportamiento lineal.

De acuerdo al método de cuantificscién anteriormen-
te descrito, se determinaron las concentraciones de diferen-—-
tes muestras correspondientes a:

Ac. ascdrbico Clor.de piridoxina Nicotinamida Riboflavina.

mecg/ml mcg/ml meg/ml mcg/ml.
700 10 100 10
800 20 200 10
900 30 300 30
1000 40 400 40
1100 50 500 50

1200 60 600 60
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Tratamiento Estadistico de Correlacidn Regresidn.

Andlisis de Acido ascdrbico en la mezcla multivita-

minica. e
o -
Concentracién (mcg/ml) Area de los picos.
X a 2 2
700 490000 695.8 484137.64
800 640000 800.0 640000.00
900 810000 886.5 785882.25
1.000 1000000 976.0 952676.00
1100 1210000 1100.0 1.21.0000.00
1200 1440000 1.200.0 1440000.00

X = 950 5, = 187.03

¥ = 943.05 5y = 167.90

m = 1.003 b = -9.8
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Linearidad del metodo para Acido Ascorbico

mcg/ml adicionados mcg/ml recuperados
700 695. 8
800 800.0
900 886.5
1000 976.0
1100 1100.0
1200 1200.0
mcg /ml
adic?o{\ados.
1200
1100
1000 x
a00 ¥
r= 0.9986
800
700 )
700 800 900 1000 1100 1200

mcg/mi
recuperados.
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Tratamiento Lstadistico de Correlacidn Regresidn.

Anflisis de Nicotinamida en la mezcla multivita-

minica.
Concentracidﬁ‘(mcg/ml) Area de los picos.
2 T2
Xy X5 Ty Yg
100 10000 84.3 9860.49
200 40000 196.56¢ 33651.56
300 90000 292.6 85614.74
400 160000 390.8 152724.64
500 250000 465.0 216225.00
600 360000 596.0 355216.00
X = 350 SX = 170.8
Y = 340.05 S, = 165.6
m = 0,9670 b = -1.36
r = 0,9235




Linearidad del método para Nicotinamida.

mcg /ml adicionados mcg/ml  recuperados
100 99.3
200 196.6
300 22.6
400 390.8
500 465.0
600 586. 0
mcg/ml
adic?onados
600
500 X
400 x
300
200 r= 0.9985
100 ,

100 200 300 400 500 600  mcg/ml
recuperados




nica.
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Tratamiento Estadistico de Correlacidn legresidn.

Andlicis de Riboflavine en la mezcla multivitamf{-

Concentracidn (mcg/ml) Area de los picos.

" 2

A L Ty g
10 100 9.64 892.93
20 400 19.50 330.25
30 900 27.60 T61.76
40 1600 35.00 1225.00
50 2500 47.50 2256.25
60 3600 60.70 3584, 49
X = = 13

35 SX = 13.71
Y = 13,3 S5y = 18.64
m = 0.9906 b = -1.35

r = 0.9943



:
mcg /ml
dicionados
l 60
50
40

30

20

Linearidad del metodo

meg /ml adicionados

10
20
30
40
50
60

P
e

Riboflavina.

9.64
19.5
27.6
35.0
47.5
60.7

mcg /ml recuperados

10

50 60

mcg /ml
recuperados
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\

Tratamiento Estad{sticyu de Correlacidn Regresidn

Andlisis de Clorhidrato de piridoxina en la mez-
cla multivitaminica.

Concentracién (meg/ml) Area de los picos.

N 5 2

A Xy Yy g
10 100 9.37 97.42
20 400 20.00 400.00
30 900 33.47 1220.24
40 1600 42.16 1777. 47
50 2500 45 .00 2025.00
60 3600 55.20 3047.04

X = 35 5, = 17.1

=<1
u
VS
Ko
N
<
w
}

, = 15.35

m = 0.8367 b = ~-3.25

r = 0,9373




Linearidad del metodo para Piridoxina,
mcg/ml adicionados

mcg /Ml recuperados

10 9.87
20 20.00
30 33 .47
40 42 .16
50 45.00
60 55.20

mcqg,/ mi

adicironados

b0
|
50
40
Y
3n
yd
e
20 s rs 09073
e
s
10 M
v S - ——— sy e e mmer e A = o g e e+ veenfpe
10 20 30 410 50 60

meg /mil
recuperados
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EVALUACION ESTADISTICA DEL METODO

DETERMINACION DE RIBOFLAVINA BASE.

Mg. AGREGADOS

.0

.0
.0
.0
.0
.5

1
1
1
1
1
1
1.5
1

1

5

)
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
1.5
2.0
2.0
2.0
2.0
2.0

X=100.08

S=0.814

¢

Mg . ENCONTRADOS 9 RECUPERADO
0.987 98.7
0.995 99.5
0.999 99.9
0.998 99.8
0.995 99.5
1.497 99.9
1.501 100.1
1.500 100.0
1.497 99.8
1.498 99.9
1.504 100.3
1.497 99.8
1.508 100.5
1.512 100.8
1.505 100.3
2.026= 101.3
2.006 100.3
2.050 102.5
1.996 99.8
1.978 98.9
LIMITES DE CONFIANZA 95 %

100.08 ¥ 0.3809
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EVALUACION ESTADLISTICA DEL METODO

DETERMINACION DE NICOTINAMIDA.

Mg - AGREGADOS

10
10
10
10
10
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
20
20
20
20
20

X=101.31

5=0.06203

Mg.

ENCONTRADOS

$ RECUPERADO

10.02
10.03
10.17
10.15
10.09
15.30
15.28
15.08
15.14
15.23
15.29
15.33
15108
15.19
15.14
20.20
20.26
20.36
20.40
20.36

LIMITES DE CONFIANZA

101.31 I

100.
100.
101.
101.
100.
102.
101.
100.
101.
101.
101.
102.
100.
101.
100.
101.
101.
103.
loz.
101.

95

0.2903

O R R T- N Y. W - BN 7, B T~ B — S V= T, T B

e
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EVALUACLON ESTADISTICA DrlL METODO

DETERMINACION DE ACIDO ASCORBICO.

Mg. AGREGADOS Mg. ENCONTRADOS $ RECUPERADO
14U 40.16 100.4
40 40.60 101.5
40 39.92 99.9
4Q 40.32 100.8
40 40.20 100.5
50 49.75 99.5
50 50.05 100.1
50 49.65 99.3
50 50.29 100.4
50 49.95 99.9
50 49.75 99.5
50 49.90 99.8
50 50.25 100.5
50 49.90 99.8
50 49.85 99.7
60 59.34 98.9
60 59.70 99.5
60 59.94 99.9
60 59.88 99.8
60 59.70 99.5

X=99.96 LIMITES DE CONFIANZA 95 %

5=0.5907 99.96 ¥ 0.2761
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EVALUACION ESTADISTICA DEL METODO

DETERMINACION DE CLORHIDRATO DE PIRIDOXINA.

Mg. AGREGADOS Mg. ENCONTRADOS % RECUPERADO
1.0 0.993 99.3
1.0 0.995 99.5
1.0 0.998 99.8
1.0 1.001 100.1
1.0 0.993 99.3
1.5 1.499 99.9
1.5 1.496 99.7
1.5 1.506 100.4
1.5 1.493 99.5
1.5 1.493 99.5
1.5 1.497 99.8
1.5 1.508 100.5
1.5 1.497 99.8
1.5 1.496 99.7
1.5 1.505 100.3
2.0 1.990 99.5
2.0 1.974 98.7
2.0 1.970 98.5
2.0 1.960 98.0
2.0 1.982 99.1

X=99.55 LIMITES DE CONFIANZA 95 %

$=0.625 99.55 ¥ 0.2909
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VIII.- Discusidn y Resultados.

- La separacién cromatografica de estas vitaninas -
hidrosolubles involucrd la adicidn de peaueilas cantidades -~
de un idn-contrario a la fase mévil del sistema cronatogrifi-
co de fase reversa, dando como resultado la formacidén de un -
complejo lipof{lico (par-iénico) cuando se inyecta al cromatd
grafo un compuesto idnico. De tal manera que para los conpues
tos idnicos aue son pobremente retenidos en un sistema de fa-
sereversar convencional, al usar este tipo de peactivos se in
crementa el tiempo de retencidn de los diferentes componentes
ée la mezcla.

El uso de compuestos aque contienen un ién contrario
presenta grandes ventajas sobre los métodos de intercambio --
idnico oue existen para la separacidn de estas vitaminas (16)
ya aue frecuentemente las columnas se contaminan y tienen po-
ca duracidén. Bn cambio al usar estos reactivos en preparacio-
nes farmacéuticas, involucran la dilucidn y filtracidén de la-
muestra con posterior inyeccidn.

- La hipétesis formulada estd confirmada, puesto -
que el método c¢esarrollado es reproducible y exacto y ademés-
confiable porque la senaracidn estd bien definida. Asimismo -

en noco tiempo se puede reclizar la cuantificacidn de estas -
vitaminas.

- Los resultadns encontrados demuestran nue no es -
necesario el pre-tratamniento de 1la muestra, sino aue simple-
mente se disuelve en agua, se filtra y se inyecta al cromatd-
grafo en las condiciones antes menocionadas. Lo cue imnlica —-
oue el tiemno de andlisis es corto y muy barato; sicampre y -
cuando se cuente con el enuipo neces-rio en el empleo de esta
técnica.
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VENTAJAS DEL METODO

RAPIDEZ EN EL ANALISIS

ANALISIS SIMULTANER DE 4 VITAMINAS EN UNA

MUESTRA COMUN

LA MUESTRA NO REQUIERE PRE-TRATAMIENTO.

LA EVALUACION ESTADISTICA DEMUESTRA QUE ES UN METODO EXACTO

Y PRECISO.




C O N C L U S 1 0 N k S

IX.
TIEMPO DE ANALISIS
METODO PROPUESTO
M E T O D O t. hrs. { CLAP ) t. hrs.
ACIDO ASCORBICO TITULACION 1 0.2
RIBOFLAVINA BASE  U.V 1 0.2
PIRIDOXINA HCL u.v 3.5 0.2
NICOTINAMIDA u.v 3.5 0.2
T o T A L 9 hrs. 0.80
COSTO DE ANALISIS
M E T 0O D O M E T O D O
TRADICIONAL PROPUESTO
cosTo ( §$ ) costo (0§ )
ACIDO ASCORBICO 98.43
RIBOFLAVINA B 615,24
PIRIDOXINA HCL 407.00
N1COT INAMIDA 159.21
T 0 T A L 2,279.88 61.73
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