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INTRODUCC I1ON

Existen en el comercio muchos preparados -
vitaminicos en forma de soluciones tales como elf-
xires, Jjarabes o vinos,

Generalmente estas preparaciones son mez--
clas complejas que ademés de las vitaminas contie-
nen sales inorgénicas, colorantes, preservativos, -
etc.

De las vitaminas que mas comGnmente se en-
cuentran en las formas farmacéuticas mencionadas -
son: Nicotinamida, Clorhidrato de Piridoxina, Ribo
flavina y Clorhidrato de Tiamina. Los métodos de-
andlisis existentes para cada una de las vitaminas
son adecuados, sin embargo son complejos y en algu
nos casos tanto la preparacién como el manejo de -
los reactivos necesarios requiere una atencién es-
pecial debido a su inestabilidad y a sus propieda-
des calsticas.

Los métodos oficiales para la détermina- -
cién de Clorhidrato de Tiamina y Riboflavina son -

fluorimétricos. Los que determinan Clorhidrato de
Piridoxina y Nicotinamida son Colorimétricos y pre
sentan el inconveniente de la inestabilidad de la-

coloracién y principalmente de no ser especificos-
(la Niacina es incluida en los resultados como Ni-
cotinamida debido a la hidrélisis de la muestra an
tes de la determinacidn).

La Cromatografia de Liquidos a alta Pre- -
sién resulta atractiva para aplicarse en mezclas -
complejas como son los multivitaminicos, por su es
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pecificidad, precisién, facilidad de la prepara- -
cién de la muestra y corto tiempo en el que se pue
den obtener anélisis simulténeos.

Por estas razones se escogié para el pre--
sente estudio el desarrollo de un método por Croma
tografia Liquida de alta Presién para la determina
cién de Nicotinamida y Clorhidrato de Piridoxina.



GENERAL IDADES
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La Cromatografia es una técnica que hace -
posible la separacién de una pmezcla de compuestos,
basada en la particién de la muestra entre una fa-
se en movimiento, la cual puede ser un gas o un |i
quido y una fase estacionaria, que puede ser |iqui
da o sélida.

En 1905, Ramsey utilizé por primera vez -
técnicas cromatograficas para separar mezclas de -
gases y vapores. Posteriormente en 1006 el bétani
cio Ruso Tswett (1) empleé la cromatografia de elu
cién utilizando una columna de vidrio empacada con
CaC03 para separar los pigmentos de extractos vege
tales. En esta columna introdujé el extracto vege
tal disuelto en éter de petréleo; observando que a
medida que adicionaba més éter este pasaba a tra--
vés de la columna separéndose bandas de diversos -
colores que correspondian a cada uno de los pigmen
tos del extracto (carotenos, xantofilas).

Para describir este fenémeno se introdujo-
el término de Cromatografia que literalmente signi
fica “"color escrito”, no teniendo que ver nada es-
ta separacién con el color de los componentes, si-
no con la diferente afinidad de adsorcién de los -
pigmentos hacia el CaC03 asi, los que adsorben méas
debilmente avanzan con més rapidez a lo largo de -
la columna que los que lo hacen con mayor fuerza.

La Cromatografia permanecidé ignorada por -
varios afios, hasta que en 1930 el investigador Ti-
selius y colaboradores (2) introdujeron dos térmi-
nos diferentes a la técnica de elucién, que son el
"andlisis frontal” y el "andlisis por desplazamien
to”, técnicas que hoy en dia han caido en desusc.



5

En 1938 fue desarrollado el fundamento pa-
ra Cromatografia en capa delgada por lzmailov y -
Schraiber (3) siendo refinada por Stah! en 1958 -
(4).

En 1941, Martin y Synge (5) introdujeron -
la Cromatografia de reparto (por lo que ganaron el
premio nobel). Posteriormente Martin y James (6)-
en 1952 publicaron el primer articulo en cromato--
grafia de gases, evolucionando répidamente en una-
técnica analitica sofisticada.

Durante muchos afios se practicé la Cromato
grafia "liquida clésica” que consiste basicamente-
en una columna de vidrio empacada con algin mate--
rial como sflice, alGmina, azlGcar, etc. cuyas par-
ticulas son por lo general de un tamafio reducido -
(cerca de las 200 milimicras), el procedimiento -
consiste en aplicar la muestra disuelta en el di--~
solvente por medio de un cuenta gotas o de una mi-
cropipeta, agregando posteriormente el disolvente-
a través de la columna por efecto de la gravedad -
produciéndose apenas una débil presién ejercida -
por el volumen de |la fase mévil.

Uno de los inconvenientes de esta técnica-
es el tiempo de andlisis requerido, que va desde -
horas e incluso dias; otra desventaja es que el ma

terial de empaque se utiliza una sola vez debido -
a que parte de la muestra se adsorbe en forma irre
versible. Siendo el problema principal la identi-

ficacién y la cuantificacién de los componentes -
que eluyen de la columna disueltos en la fase mé--
vil, se hace necesario el uso de técnicas auxilia-
res tales como: Espectrofotometria (Infrarojo, Ma-
sas, Resonancia, etc.) y anédlisis quimicos.
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Aproximadamente a partir de 1660 hubo gran
interés en el desarrollo de la Cromatografia de Li
quidos a alta Presidén como una técnica complementa-
ria a la Cromatografia de gases (7).

En la Cromatografia Liquida de alta Pre- -
sién se usan columnas de didmetro reducido (2 a 4
mm), empacadas con materiales especiales cuyas par
ticulas pueden tener un di&metro hasta de 5 milimi

cras. (8)

Al ser introducido este tipo de columnas -
se requirid el empleo de sistemas de bombeo de -
alta presién (hasta 400 atm.) que hicieran fluir -
la fase mévil a una velocidad razonable a través -
de la columna ya que este nuevo empaque ofrece una
gran resistencia al flujo del disolvente.

Al igual que en la cromatografia de |iqui-
dos tradicional hay cuatro tipos bésicos de inte--
raccié4n que pueden ser utilizados en Cromatografia

de Liquidos a Alta Presién (9). Cada uno de ellos
basado en diferentes mecanismos de separacién de -
los componentes de la muestra.

- Cromatografia Liquido-S4lido

- Cromatografia Liquida por Exclusién

- Cromatografia por Intercambio [6nico -

- Cromatografia de Particién (Liquido-Li~~
quido)

Cromatografia Liquido-Sélido: Esta técnica
depende de la adsorcién del soluto en adsorbentes-
polares (silica ge! o altmina), siendo la cromato-
grafia en capa fina un ejemplo de esta separacidn.




CROMATOGRAFIA

CROMATOGRAFTIA DE GAS CROMATOGRAFIA LIQUIDA
GAS - LIQUIDO GAS = SOLIDO
ISTERCAMBIO EXCLUSION
IONICO
CROMATOGRAFTA ADSORCION
B LIQ - SOL
PARTICION
CROMATOGRAFIA CAPA FINA
EW

PAPEL
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Este tipo de cromatografia se aplica a mo-
léculas de baja o alta polaridad cuyo peso molecu-
lar sea inferior a 1000.

Existe una variedad en este tipo de croma-
tografia denominada elucién por gradiente o progra
macidén de la fase mévil, que se efectlla cuando hay
una fuerte adsorcidén o retencidn de los componen--
tes de la muestra en el sélido activo, entonces se

aumenta la polaridad de la fase mévil en forma -

_constante y uniforme con lo cual se logra un éumeg
to en la solubilidad en los componentes de la fase
mévil.

3

Cromatografia Ligquida por Exclusién: Esta-—

técnica es la Gnica en que la separacidén estd basa
da en el tamafio molecular del soluto. Este tipo de
Cromatografia se conoce también como Cromatografia
de filtracién o de permeacién y efectua la separa-
cién de acuerdo al tamafio de particulas.

La columna se empaca con un gel cuyos po--
ros son de tamafio similar al tamafio de las molécu-
las de la muestra, permitiendo que las moléculas -
pequefias puedan penetrar dichos poros y quedar re-
tenidos, en tanto que las grandes no.

El intervalo de pesos moleculares en que -
se puede trabajar en este tipo de cromatografia va
ria desde 2000 hasta varios millones.

Esta técnica es muy aplicada en el anéali--
sis de polimeros y otros compuestos de alto peso -
molecul ar.
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Cromatografia por |Intercambio |énico: Esta
separacién se basa en la competencia de iones en--
tre la fase mévil y la muestra ionica por los si--
tios o grupos activos de una resina intercambiado-
ra de iones. o

Este tipo de cromatografia se aplica a com
puestos de un intervalo de pesos moleculares muy -
amplio (péptidos, aminobcidos), siendo una de las-
ventajas el poder variar la fuerza iénica o el pH-
para obtener la elucién de los componentes de la -
mezcla en un tiempo razonable.

Cromatografia de Particién (ligquido-liqui-
do): Esta separacién depende de la particién del -
soluto entre los -solventes inmiscibles, uno de los
cuales es fijo (fase estacionaria) y el otro es la
fase mévil de ahi que los compuestos més solubles-
en la Tase estacionaria sean selectivamente reteni
dos por ella, en tanto, que los menos solubles -
sean transportados més répidamente por la fase mé-

vil. E! mayor de los inconvenientes de esta técni
ca era la solubilidad de la fase estacionaria en -
la fase mévil esto se evitaba por el uso de preco-

| umnas(10) que contenian un alto porcentaje de fa-
se estacionaria, hoy en dia el uso de precolumnas-
ha sido sustituido, al! introducirse una nueva téc-
nica para el empaque de columnas de cromatografia-
| fquida-liquida, en donde la fase estacionaria (po
lar o no polar) es recubierta en un soporte inerte
y empacada en una columna y esté siendo répidamen-
te una de las formas més usadas en cromatografia -
de liquidos a alta presidn.

La Cromatografia de particidn ya sea |iqui
do-lfquido o fase enlazada es nombrada "Fase Nor--



10

mal” si la fase estacionaria, es més polar que la-
tase mévil y "Fase Reversa” si la fase mévil, es -
més polar que la fase estacionaria.

La Cromatografia de “Fase Reversa” presen-
ta varias formas: Adsorcién, Supresiédn lénica, lon
Par; siendo la de m&s uso la cromatografia de lon-
Par fase Reversa (11), en donde se usa una fase es
tacionaria hidrofébica y un “Counterion” orgénico-

rooe . ”, .
en la fase mévi! (aminas orgédnicas, sales de amo--
nio, alquil y aril sulfonatos, alquil sulfatos).
El pH de la fase mévil es ajustado para ma

ximisar la ionizacidén del soluto, asi el grado de-
ionizacién del ion-par. ‘

_ La fase mévil usada es generalmente una -
mezcla de agua o amortiguadores acuosos con un sol
vente orgénico miscible con agua (generalmente me-
tanol o acetonitrilo).

En la Cromatografia lon-Par fTase reversa -
la muestra iénica XM més el counterion, Qfn ge -
combihan para formar un ién-par (XN @*tn), el cual
presenta afinidad por la columna de fase reversa -
que es retenida por ella (12).

Existen dos modelos fundamentales para la-
cromatografia de lon-Par: E! primero postula, que-
la muestra iédnica se combina con’ el counterion en-
solucién y participa en el proceso cromatografico-
como un ion-par (13).

- + _+) -+
aq ag ~ ag v org
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El otro mecanismo postula que la parte lipofilica-
del counterion es adsorbido en la fase hidrocarbo-
nada del empaque de la columna. La muestra iénica

entonces puede ser atraida a los sitios i6nicos en
la superficie lipofilica.

+ -
X" + o ——= (X" o )
aq org ~ org.

El tiempo de retencién de un soluto en cro
matografia lfquida a alta presidén esta dado por:

t = (L/u) (I + K)

r
donde:
L = longitud de onda
u = velocidad linear del eluente
K = factor de capacidad; K = (XQ ) V. /
(X ) v org s
aq m

Para columnas de fase enlazada: VS/Vm es cte. por-
lo tanto:

t = (L/u) (1 + K (x;q) )

Podemos ver que la retencién no es controlada solo
por la relacién del volidmen de las dos fases y la-
temperatura (14), sino también por:

a) el tipo, tamafio y concentracién del -
counterion.

b) el tipo y composicién del modificador -
orgénico
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c) la fuerza iénica de la fase acuosa.

d) el pH de la fase acuosa para sustancias
4cido-base.

e) la fase estacionaria de la columna.

La selectividad variard con todos estos -
factores ya que cualquier pequefio cambio en uno o~
més de estos factores, pueden afectar grandemente-
la separacién.

El sistema ion-par tiene varias propieda--
des que pueden fécilmente ser adaptadas para dife-
rentes tipos de muestras por una seleccidén propia-
de! tipo y concentracién del counterion. Otra ven
taja es la alta selectividad que puede ser obteni-

da.

Ventajas que presenta la Cromatografia Li-
quida a alta Presién:

Veloci dad

Resolucidn

Sensibilidad

Columnas rehusables

Ideal para moléculas grandes y especies-
iénicas

Facil recuperacién de la muestra.

Velocidad:
El tiempo de anélisis es muy corto

Resolucién:

Por el uso de columnas selectivas y liqui~-
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dos méviles la cromatografia de liquidos a alta -
presién puede suministrar resolucidén de muchos com
puestos no volétiles que no responden a las técni-
cas de cromatografia de gases.

Sensibilidad:

Los detectores comunmente empleados de ad-
sorcidn ultravioleta pueden detectar cantidades de
nanogramos (10-9g) de una gran variedad de materia
les. Detectores de fluorescencia y electroquimi--
cos pueden detectar cantidades en la regién de pi-
cogramos (10‘129). También se pueden usar detecto
res de indice de refraccién y espectrofotdémetros -
de masas.

Recuperacién de la muestra:

La mayoria de los detectores empleados no-
destruyen los componentes y pueden ser recolecta--
dos fécilmente después de pasar a través del detec
tor.

Columnas Reusables:

Las Fases méviles utilizadas generalmente-
no alteran las caracteristicas de la columna.
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PARTES FUNDAMERTALES DE UN CROMATOGRAFO DE LIQUIDOS

— BOMBA
- INYECTOR
- COLUMNA

RESERVORIO PARA FASE MOVIL

- DETICTOR
REGISTRADOR

—  F SvEner r'_l_f_'ij_ DETRCTOR
== INYECTOR
== COLmMNA

Ysl
§

\
Nb

RESERVORIO BOHBA

CROMATOGRAMA

REGISTRADOR
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Reactivos:

- Metanol grado Reactivo

- Agua destilada

- Dioctil sulfosuccionato de sodio
- Acido Sulflrico

- Nicotinamida Estandar

- Clorhidrato de Piridoxina estadar

Aparatos:

Cromatégrafo de Ligquidos de Alta Presién -~
Modelo 5000 Varian Aerograph equipado con un regis
trados y un Detector de luz Ultravnoleta con longi
tud de onda variable (Varicrom).

Columna:

Para la determinacién de vitaminas se uti-
lizé una columna de acero inoxidable (35 x 4 mm), -
empacada con una capa monomolecular de octadecil -
triclorosilano enlazada con silica (Varian-MCH-10)

Para llevar a cabo la determinacién de Ni-
cotinamida y Clorhidrato de Piridoxina por cromato
grafia de Iiqudios a alta presidén fue necesario -
trabajar con un estandar, el cual, cumple con |as-
especificaciones indicadas en la Farmacopea (15).
Estas especificaciones se le determinaron, obte- -
niéndose los siguientes resultados:

< Hel _
1, O P.M = 205.64

o
Clorhldraéﬁéde Piridoxina (Vitamina Bg)
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Descripcién:

Polvo blanco cristalino, inodoro
Pérdida al secado: 0.0002%
Punto de Fusién: 200°C
Pureza: 99.28%

Identificacién: Se determino el espectro de adsor-

cién en el infrarojo encontrandose
los picos caracterfisticos a 1536, -
1237 y 1207 nm.

N
l N\
_/CONH

_ Nicotinamida

9 P.M = 122.13

Descripcidn:

» Polvo cristalino, inodoro, sabor amargo.
Pérdida al secado: 0.0001%
Punto de fusién: 127-128°C
Pureza: ~ 101.05%

Ildentificacién: Se determind el espectro de adsor
cién en el infrarojo encontréando-
se los picos caracteristicos a -

1300 y 744 nm.
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Fundamento del Método.

Aparentemente la separacién depende de la-

formacién reversible del ion-par dentro del siste-
ma cromatografico y de las diferencias en la lipo-
filicidad del ion-par formado.

Inicialmente se trabajé con cada una de -
las vitaminas por separado para determinar su tiem
po de retencidén y encontrar las condiciones épti--
mas para la separacidn.

En base a la informacién de la literatura-
(16,17,18) se trabajé con el siguiente sistema:

Fase mévil: Metanol - Agua (60:40)
Conc. del counterion: 5 x 10- 3
Velocidad de la carta: 1 cm/min
Velocidad de Flujq; 2 ml/min

Presién de la columna: 174 atm.

Determinacién de la longitud de onda.

Se probaron diferentes longitudes de onda-
en base a la curva de absorcién de ambas vitaminas
(19) a un pH de 2.5 (Fig. 1 y 2), observandose que
al trabajar con el maximo de la Piridoxina (290 -
nm) la Nicotinamida presenta una absortividad muy-
pequefia.

Se encontré que a 284 nm la respuesta del-
detector es favorable a las dos vitaminas. Por -
consiguiente se trabajé a esta longitud de onda =
que facilita la determinacién simulténea de ambas-
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vitaminas.

Con las condiciones anteriores se encontra
ron los siguientes tiempos de retencién: Nicotina-
mida 4 min y Clorhidrato de Piridoxina 8.7 min.

Después de trabajar por separado cada una-
de las vitaminas se procedid a trabajarlas juntas,
obteniéndose el cromatograma mostrado en la fig. -
3 observandose buena resolucién y los tiempos de -
retencidén permanecieron constantes.

Generalmente las soluciones multivitamini-
cas orales contienen gran cantidad de vehiculos -
que pueden interferir en el andlisis de las vitami
nas. Por este motivo se prepard un vino suprimien
do las vitaminas en estudio con el objeto de ver -
si alguno de los componentes presentaba el mismo -
tiempo de retencién.

En este cromatograma (fig. 4) se pudo ob--
servar que aparentemente no habia ninglin compuesto
con el mismo tiempo de retencidn.

Ya establecidas las condiciones de separa-
cidén y haber obtenido los tiempos de retencién pa-
ra cada una de las vitaminas, se precedidé a apli--
car bajo las mismas condiciones de operacién, la -
muestra de la solucidn multivitaminica selecciona~
da para el presente estudio. Presentando esta so-
fucién la siguiente formulacidn:
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- Formulacién No. 1 -

Vitamina 512 sxaaxssssxss=ssxxxss=xs15 microgramos
Vitamina B6 e I
Vitamina BZ (Riboflavina) +esvvvenns. 4 mg.
Vitamina 81 (Clorhidrato de Tiamina

4,329 Uulo)iweueurvnnnnaa13 mg.
Nicotinamida. cc-sscscunsxssannnnssssd0 mg.
Vehiculo c.b.p. v csssvsnnnencna 100 ml.

Pudiéndose observar en el cromatograma una
buena resolucién para la Vitamina Bg, permanecien-
do constante su tiempo de retencidédn. En cuanto a-
la Nicotinamida no se obtuvo buena resolucién, ob-
servandose que un compuesto eluye con un tiempo de
retencién muy cerca al obtenido para la Nicotinami
da estandar, lo que impidié la separacién.

Determinacidn de la Fase Movil.

Se trabajé con diferentes proporciones en-
la fase mévil de Metanol-Agua con el objeto de mo-
dificar el tiempo de retencién de la Nicotinamida-
y de esta manera separarla del compuesto que eluye
cerca de ella.

Al variar la proporcién de la fase mévil -
no se obtuvo ninglina mejorfa en la resolucién, ya-
que, el tiempo de retencidén del compuesto que in--
terferia con la Nicotinamida no se ve afectado por
estos cambios, debido a que los tiempos de reten--
cidn variaban proporcionalmente, lo que no permi--
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tia la separacién. Observandose también que al au
mentar la proporcién de agua en la fase mévil los-
tiempos de retencidén obtenidos eran muy grandes y-
se deformaba la forma de los picos haciendo difi--
cil la cuantificacién de las vitaminas.

Concentracidn del Counterion.

Utilizando la misma proporcién Metanol- -
AGua (60:40) en la fase mévil se probaron diferen-
tes concentraciones del counterion observéandose va
riaciones en los tiempos de retencién pero logrén-
dose la separaciédn de los compuestos.

Trabajando con una concentracién de counte
rion mas baja que la usada inicialmente se logré -
una buena separacién para las vitaminas obteniéndo
se una disminucién en los tiempos de retencién ob-
tenidos inicialmente.

En resumen se obtuyieron las siguientes -
condiciones de operacibn:

Fase mévil: Metanol-Agua (60:49)
Conc. del Counterion :_3.5 X 10—3M
Velocidad de Flujo 2 ml/min

1 cm/min
284 nm
200 atm.

Velocidad de la carta

Longitud de onda

wn

Presién de la Columna

Temperatura : Ambiente
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Comportamiento de la Ley de Lambert-Beer.

Bajo las mismas condiciones de' separacidén-
encontradas se determiné una curva de concentra- -
cién para cada una de las Vitaminas para ver el -
comportamiento de la ley de Lambert-Beer.

Esta curva se elabordé con un intervalo de-
concentraciones de 0.1 mg/ml a 1 mg/m! para Nicoti
namida y 0.08 mg/ml para Clorhidrato de Piridoxi--
na.

De cada una de estas soluciones se inyectd
con una microjeringa 10 ul obteniéndose los croma
togramas mostrados en la Fig. 5 y 6.

La cuantificacién de las vitaminas se de--
terminé relacionando el &rea de los picos de la -
sustancia problema con el &rea de los picos del es
tandar.

Con las condiciones de separaciédn ya esta-
blecidas se determiné Clorhidrato de Piridoxina y-
Nicotinamida en las siguientes formulaciones exis-
tentes en el mercado.

Férmula No. 2

Aspartaté de Potasiowewsssxss 0.400 g.
Aspartato de Magnesio«....... 0.400 g.
Vitamina Bi2 ................. 10 microgra-
mos
d-Alcohol Pantotenfilico...... 0.166 ml

Nicotinamida snssssnasxasans 0,100 g.



Férmula

Féormula
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Vitamina B, (Clorhidrato

de PiridoxiNa)e:ueewsuwnnnnns 0.010 g.
Vehiculo c:b.p. vussunwnnwnns 100 ml.
No. 3

Clorhidrato de tiamina

(66,600 U.l.) wuocvnninnnnn 0.2 g.
Clorhidrato de Piridoxina.. 0.020 g.
Vitamina 812 ............... 266.6 mg.
Acido FOlico .uivuwnunernnnns 0.025 g.
Pirofosfato Térrico.«. v..x 2.0 g

(equivalente a 230 mg de fierro)
Monoclorhidrato de L-Lisina.4.666 g.

Solucién de Sorbito!l ...... 70 ml.
Vehiculo c.b.p. ... iva... 100 ml.
No. 4

Clorhidrato de ciprohepta

s T X 2 mg
Gluconato ferroso ... cx:.x 100 mg

(equivalente a 11.6 mg de fierro)

Glucoheptonato de calcio... 250 mg
(equivalente a 20.4 mg de calcio)

Monoclorhidrato de L-Lisina.233.3 mg
Clorhidrato de Tiamina...... 10 mcg.
Clorhidrato de Piridoxina... 2 mg.

Cianocobalamina -u.scucnnnas 15 mcg.



Férmul a

Férmul a
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Sorbitol (solucién al 70%)... 3 ml.

No. 5

Totaquina .ucssssrsenannnnns 0.010 g.
Vitamina B1 ................. 5561 U. 1.
Clorhidrato de tiaminas:us«... 23 mg
Vitamina 82 ................. 9 mg
Nicotinamida +euwwuvusensnnnnns 112 mg
Tintura de Nuez Vémica.«.s-x- X gotas
Vehiculo c.b.p: werunennnsans 100 ml.
No. 6

Lactato de CalcCioreuusrrnns,. 3.06 g.
(equivalente a 387.4 de Ca)
Lactobionato de calciowswsnus 1.00 g.
(equivalente a 47.39 mg de Ca)
Vitamina 81 ................. 23 mg
Nicotinamida.., .............. 112 mg.
Totaquina ..... e m e 10 mg
Tintura de Nuez Vémica «:sx.- X gotas

Vehiculo c.b.p. «rcivennnsnsns 100 ml.
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Preparacién de la Fase Mévil

La Tase mévil se prepara por la disolucién
de la sal (3.5 x 10'3M) en 600 ml ‘de metano!, com-~
binando la solucién resultante con 400 ml de agua-
destilada y ajustando el pH a 2.5, utilizando &ci-
do sulflirico concentrado. Ya preparada la solu- -
cién, se filtra por vacio antes de ser usada.

Preparacién del Estandar.

La solucién de la mezcla estandar se prepa
ré a una concentracidén de 0.5 mg/ml de Nicotinami-

da y 0.05 mg/m! de Clorhidrato de Piridoxina.

Pesar 250 mg de Nicotinamida y 25 mg de -
Vit. Bg disolver con la fase mévil en un matraz -
aforado de 100 ml y llevar a volumen.

Medir una alicuota de 5 ml de esta solu- -
cién y colocarlos en un matraz aforado de 25 ml y-

se lleva al aford con la fase mévil.

Preparacién del Problema

Medir una alicuota del vino medicinal y se
Ileva a volumen con la fase mévil a obtener la con
centracién requerida. Si la concentracién de las-
vitaminas en el problema es muy baja puede aplicanr
se directamente sin ser difuido.

Para este estudio se utilizé una concéntra
cién de 5 x 10-3 mg para Nicotinamida y 5 x 10-4 -
para la Vit. Bg y el problema se aplicé directamen
te.
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Procedimiento

Se determina la presién de trabajo de la -
columna dejando correr unos 30 ml aproximadamente-
de la fase mévil, posteriormente se determina la -
linea base y ya establecida se procede a la inyec-
cién de la muestra.

Con una jeringa Hamilton inyectar 10 ul de
la solucién estandar y dejar correr el programa -
hasta obtenter el anélisis (El andlisis es obteni-
do en 8 minutos).

Posteriormente se aplica 10 ul de la muestra
problema bajo las mismas condiciones que el estan-
dar, obteniéndose el analisis cromatograftico en -

12 min.

Existen diferentes métodos para determinar
el 4rea de los picos obtenidos en el cromatograma:

Altura de los picos

Triangulacién

Por medio del uso de un Planimetro
Integrador DISC

Corte y Peso de los picos

En la actualidad se cuenta con aparatos -
electrénicos (integradores digitales) que hacen es
ta funcidén automdticamente durante |la separacidn.

El &rea para cada uno de los picos en el -
cromatograma se determindé manualmente por el méto-
do de triangulacidn.



Area de

Nicotinamida Prob.
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Area de

Area de

Nicotinamida Estandar

Vit. Bsg Prob.

Area de

Vit. B6 Estandar

x Conc. estandar Ni-
cotinamida x 100 =
% Nicotinamida.

x Conc. de Vit. Bg estan

dard x 100 = % Vitami-
na Bg.
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RESULTADOS



Tabla No. 1

Determinacién de la ley de -

Lambert-Beer
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Vit. Bg Nicotinamida
Concentracién Area Concentracidn Area
mg mg
0.8 x 10-4 0.595 1.0 x 1073 0.563
2.4 x 10-4 1.438 3.0 x 10-3 1.540
4.0 x 10-4 2.226 5.0 x 10-3 2.575
5.6 x 10-4 3.420 7.0 x 10-3 3.694
7.2 x 10-4 3.604 9.0 x 10-3 4.633
8.0 x 10-4 4.223 10.0 x 10-3 5.630

La tabla No. 1 muestra los datos obtenidos para -
clorhidrato de Piridoxina y Nicotinamida para la -

determinacién de la Ley de Lambert-Beer.

Mostréan-

dose en las graficas 1 y 2 la curva de absorbancia

en funcién de la concentracidn.
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Tabla No. 2

Analisis Estadistico del Método para
fa Determinacién de Vitamina Bg
en la Formulacién No. 1

mg mg % -
Adicionados Recuperados Recuperado (x-X) (X—X)2
5.5 x 1074 5.383 x 10-4 97 .87 -0.62 0.384
" 5.383 x 104 | 97.76 -0.73 0.532
R 1 5.499 x 10-4 99.98 1.4 2.220
5.450 x 10-4 99,00 0.51 0.260
" 5.383 x 10-4 97.87 -0.62 0.384
" 5.537 x 1074 |. 100.67 2.18 4.752
” 5.370 x 1074 $7.63 -0.86 0.739
" 5.438 x 10~4 9§.87 0.38 0.144
" 5.377 x 10-4 87.73 -0.73 0.532
" 5.273 x 104 95.87 -2.62 6.864
" 5.302 x.10-4 66.40 . -2.09 4.368
” 5.374 x 1074 97.70 -0.79 0.624
” 5.364 x 104 67.52 -0.97 0.940
“ 5.220 x 10-4 $4.90 -3.59 12.888
” 5.513 x 1074 100.23 -1.74 3.027
" 5.349 x 10-4 97.25 -1.24 1.537
# 5.445 x 1074 96.00 0.51 0.260
” 5.435 x 10-4 08.81 0.32 0.102
” 5.370 x 10~4 97.63 -0.86 0.739
“ 5.349 x 104 97.25 |  -1.24 1.537
X = 98.490 %
S = 1.501 %
V = 2.254
S = 0.335 % L.Cogq = 98.49  0.701 %

L.Cggg = 98.49 * 0.958 %



Tabia No. 2~

Analisis Estadistico del Método para la -
Determinacién de Nicotinamida en la
Formulacién No. 1

mg mg % - -
Adicionados Recuperados Recuperado (X-X) (X-—X)2
5.5 x 1073 5.033 x 10-3. 91.5 -3.03 9.180

w 5.171 x 10-3 64.01 -0.52 0.270
" 5.208 x 10-3 94.41 0.16 0.025
" 5.193 x 10-3 94.41 -0.112 0.014
o 5.361 x 10-3 97.47 2.940 8.643
" 5.379 x 10-3 97.80 3.270 | 10.692
" 5.117 x 1073 - 93.03 -1.500 2.250
" 5.193 x 1073 94.41 -0.120 0.014
” 5.193 x 10-3 94.41 -0.120 0.014
" 5.160 x 10-3 93.81 -0.720 0.518
” | 5.204 x 10-3 94.61 0.080 0.006
" -] 5.100 x 10-3 96.72 2.190 4.796
" 5,100 x 10-3 96.72 2.190 4.796
" 4.951 x 10-3 90.01 4.520 20.430
” 5.361 x 10-3 97.47 2.940 8.643
" 5.320 x 10-3 92.72 1.810 3.276
" 5.156 x 10-3 93.74 -0.790 0.624
" 5.212 x 10-3 94.76 0.230 0.052
" 5.171 x 10-3 94.01 -0.520 0.270
" 5.193 x 10-3 94.41 -0.120 0.140

X =94.53 %

S = 1.98%

V = 3.922
'sm = 0.442 %

L Cggg = 94.53 1 0.925 %
L Cogg = 94.53 T 1.26 %
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Tabla No. 3
- Nicotinamida -
Muestra mg mg % %
Adicionados| Recuperados Adicionado Recuperado;

Férmula 1-A - - - -
Férmula 1-B 1.1 x 1073 | 0.924 x 1073 | 22.00 18.49
Férmula 1-C 2.2 x 1073 | 1.840 x 10-3 44.00 36.80
Férmula 1-D 3.3 x 10"3 3.228 x 10-3 66.00 64.56
Férmula 1-E 4.4 x 10—3 3.988 «x 10'3 88.00 79.77
Férmula 1-F 5.5 x 10-3 | 5.334 x 10-3 | 110.00 106. 68
Férmuls 1-G 6.6 x 10-3 | 6.701 x 10-3 | 132.00 134.03
Férmula 1-H 7.7 x 10-3 | 8.000 x 10-3 | 154.00 160. 15
Férmula 1-| 8.8 x 10-3 | 8.885 x 10-3 | 176.00 177.70
Férmula 1-F 6.6 x 103 [10.703 x 10-3 | 198.00 214.06

- Clorhidrato de Piridoxina -

Muestra mg mg % %

Adicionados| Recuperados Adicionadeo | Recuperado
Férmula 1-A 6.6 x 1074 | 6.623 x 10-4 | 132.00 132.47
Férmula 1-B - - - _
Férmuia 1-C - - - -
Férmula 1-D 3.3 x 10-4 | 3.122 x 10-4 66.00 62.44
Férmula 1-E 4.4 x 1004 | 4.057 x 1074 | 88.00 81.14
Férmula 1-F 5.5 x 10-3 5.257 x 104 | 110.00 105.15
Férmula 1-G 6.6 x 10” 6.203 x 10-4 132.00 124.06
Férmula 1<H 7.7 x 10-4 | 7.352 x 10-4 | 154.00 147.05
Férmula 1-1 6.05x 10-4 | 5.939 x 10-4 | 121.00 118.79
Férmula 1-J 1.00x 10-4 |10.537 x 10-4 | 220.00 210.74
La tabla No. 3 muestra los datos obtenidos en el anélisis

simulténeo de Clorhidrato de Piridoxina y Nicotinamida a diferentes
1; pudiéndose observar

concentraciones emplieando la formulacién No.

la sensibilidad del detector utilizado.
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Tabla No. 4

- Clorhidrato de Piridoxina -

Férmula 1 v S L.Cysq L.Cggg
Lote # 1 0.837 | 0.914 |103.95 % 0.604 | 103.95 ¥ 0.826
“ #2 3.614 | 1.901 99.60 * 0.880 | 99.60 T 1.215
" #3 3.371 1.836 {102.89 * 0.864 {102.89 + 1.178
T~ #4 3.401 1.844 ] 106.80 + 0.859 | 106.80 * 1.175
" #5 3.642 1.908 1102.63 ¥ 0.891 ] 102.63 + 1.218
"~ #6 2.426 1.557 | 107.81 + 0.728 | 107.81 + 0.995
—Nicotinamida -
Férmula 1 v S L.C95% L.C99%
Lote # 1 1.298 1.139 | 107.28 t 0.753 | 107.28 * 1.030
Lote # 2 12.303 3.507 | 106,02t 1.638 {106.02 £ 2.240
n  #3 4.164 2.040 | 102.68 * 0.954 | 102.68 + 1.304
" #4 1.381 1.175 | 102.48 * 0.548 | 102.48 * 0.749
" #5 3.036 1.742 1109.89 * 0.814 | 109.89 £ 1.112
"#6 4.561 2.135 1103.78 ¥ 0.998 | 103.78 £ 1.364

La tabla No. 4 muestra los datos obtenidos del anélisis -
estadistico de varios lotes del mismo vino medicinal formulacién -
No. 1.
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La tabla No. 5 presenta los datos obtenidos en la determi-

nacién simulténea de Clorhidrato de Piridoxina y Nicotinamida para-
las Formulaciones No. 2, 3, 4, 5y 6.

- Clorhidrato de Piridoxina ~

Fé6rmula No. 2

mg mg % - -
Adicionados Recuperados Recuperado (x-X) (X—X)2
0.5 x 10-4 0.446 x 10-4 89.24 ~-0.64 0.409
" 0.446 x 10-4 89.24 -0.64 0.409
" 0.456 x 10~4 | 91.39 1.51 2.280
” 0.451 x 104 | 90.32 0.44 0.193
" 0.446 x 10-4 89.24 -0.64 0.409
X = 89.88 %
= 0.925
S = 0.962 %
S, = 0.431 %

Férmula No. 3

» mg mg % 7 =2
Adicionados Recuperados |Recuperado (x-X) (X-X)
0.4 x 10-4 0.422 x 1074 | 105.55 1.72 2.958
o 0.427 x 10-4 | 106.75 2.92 8.526
" 0.413 x 10—2 103.25 -0.58 0.336
n 0.397 x 10~ 99.45 -4.38 19.180
” 0.416 x 104 104,15 0.32 0.102
X = 103.83 %
V=7.776
S = 2.788 %
S = 1.250 %



Continuacién:

Fé6rmula No. 4

Tabla No. §
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‘mg mg % _ _
Adicionados Recuperados Recuperado | (X-X) (X-%)2
0.404 x 10-4 0.403 x 1074 99.77 -0.050 ]2.500 x 10-3

" 0.403 x 10~4 99.77 -0.050 |2.500 x 10-3

" 0.404 x 1074 100.04 0.220 |4.800 x 10-3

o 0.403 x 10-4 99.77 0.050 |2.500 x 10-3

" 0.403 x 1074 99.77 0.050 12.500 x 10-3

X =099.82 %

V= 0.925 x 10-3

S = 0.962 x 10-3 %

S = 0.215 x i0-3 %

- Nicotinamida -
Férmula No. 2

mg mg % _ =2

Adicionados Recuperados Recuperado (X=X) (X=X)
5.0 x 10-3 5.407 x 10-3° 108.15 -0.71 0.504

" 5.407 x 103 108.15 -0.71 0.504

" 5.496 x 10-3 109.93 1.07 1.144

" 5.407 x 10~3 108.15 -0.71 0.504

" 5.496 x 10-3 109.93 1.07 1.144

X = 108.86 %

V = 0.95

S =0.974 %

S = 0.437 %
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Continuacién: Tabla No. 5
Férmula No. 5
mg mg % _ -
Adicionados Recuperados Recuperado (x=-X) (X=X)2
5.6 x 10~3 6.286 x 10-3 - 112.26 -0.71 0.504
" 6.286 x 10-3 116.41 3.44 - 11.833
” 6.246 x 10-3 111.54 -0.86 0.739
" 6.294 x 10-3 112.40 0.14 0.019
" 6.286 x 10-3 112.26 -0.71 0.504
X =112.97 %
V= 3.399
S = 1.843 %
s = 0.826 %
Férmula No, 6
mg mg % _ 2
Adicionados Recuperados Recuperado (XjX) (X-X)
5.6 x 10-3 5.949 x 10-3 106.23 0.33 0.476
5.949 x 10-3 106,23 0.33 0.476
" 5.856 x 10-3 104.57 -1.33 1.768
" 5.949 x 10-1; 106.23 0.33 0.476
" 5.949 x 10” 106.23 0.33 0.476
X = 105.9 %
V = 0.918
S = 0.958 %
S = 0.424 %




multivitaminica; en la soluccién estandar son: 3.8 min
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Los tiempos de retencién encontrados son: 3.5 min para Ni-
cotinamida 5.4 min para Clorhidrato de Piridoxina en la solucién -

namida y 5.3 min para Clorhidrato de Piridoxina.

para Nicoti

Se identificé cada uno de los picos que aparecen en el cro
matograma del vino medicinal formulacién No. 1.
terferian en la separacién de Nicotinamida se identificaron como el
&cido Nicotinico y un Conservador.

Los picos que in--

" En la Tabla No. 6, se presenta el anélisis comparativo en-
tre el método por Cromatografia de Liquidos:a alta Presién y el mé-
todo Oficial para la determinacién de Clorhidrato de Piridoxina y -
Nicotinamida en la formulacién No. 1.

Tabia No. 6
- Nicotinamida -
F6rmula mg mg mg % %
No. 1 Adicionados | Recuperados | Recuperados {Recuperado} Recuperadd
- HPLC Oficial “HPLC Oficial
Lote # 1|5.5 x 10-3 | 5.124 x 1079 5.445 x 10-3| 102.48 108.90
Lote # 2 ” 5.189 x 10-3)5.513 x 10-3| 103.78 110.27
Lote # 3 " 5.364 x 10-3|5.665 x 10-3| 107.28 113.30
Lote # 4 " 5.134 x 10-3]5.635 x 10-3 ] 102.68 112.70
Lote # 5 " 5.494 x 10-3]5.585 x 10-3| 109.89 111.70
Lote # 6 o 5.301 x 10-3[5.615 x 10-3| 106.02 112.30
- Clorhidrato de Piridoxina -
Férmula mg mg mg 4 %
No. 1 Adicionados | Recuperados | Recuperados Recuperado} Recuperadd
' , HPLC | Oficial HPLC Oficial
Lote # 1}5.5 x 10-4 | 5.340 x 10-4] 5.345 x 10-4 | 106.80 106.90
Lote # 2 " 5.390 x 1074]4.961 x 104 | 107.81 99,22
Lote # 3 " 5.197 x 10-4{5.204 x 1074 | 103.95 104.08
Lote # 4 ” 4.979 x 10-435.010 x 10-4| 99.59 100.20
Lote # 5 " 5.131 x 1074{5.485 x 10-4 | 102.63 109.70
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T TR T v Fige 3
A § - Estandar de la mezcla de vita-
: { minas %A” representa a Nicoti-
i namida y “B” a Clorhidrato de-
***** ~+—— Piridoxina.
~ |
i
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Fig. 8

Cromatograma de liguidos a
alta presién de la formula
ci6én No. 2

i

Nicotinamida
Clorhidrato de Pirido-

xina.

A
B



F % 71.000139.00

PENTID N DS L

7i2

48

Fig. 9

Cromatograma de las Formu-
laciones No. 5 y No. 6

A = Nicotinamida
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Fig. 10

Cromatograma de la formula-

cién No. 3 en donde:

B = Clorhidrato de Piridoxi
na.



50

CONCLUSIONES

1.- La Cromatografia de Liquidos de alta -
Presién es una de las més modernas técnicas analfi-
ticas que esta teniendo gran aplicacién en el ang
lisis farmacéutico.

2.- El método desarrollado para la determi
nacién de Nicotinamida y Clorhidrato de Piridoxina
es un ejemplo de las miltiples aplicaciones que -
presenta la Cromatografia Liquida a alta Presién.

3.- El tipo de técnica cromatogréfica que-
se encontré aplicable fue el de ”“lon-Par Fase Re--
versa’ .

4.- El método analitico que se presenta es
fécil, requiere el minimo de operaciones (ya que -
solo hay que preparar la fase mévil), es especifi-
co, exacto y emplea poco tiempo para su realiza- -
cidn.

5.- Se encontrd que pueden determinarse sa
- tisfactoriamente desde 0.8 a 8.0 x 10'4mg de Piri-
doxina y 1.0 a 10.0 x 10-3'mg de Nicotinamida.

6.- El método desarrollado es aplicable -
ademés de al vino medicinal en el que se realizé -
el estudio a otras soluciones de importancia comer
cial, que contienen Minersles y aspartatos.
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