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I. INTRODUCCION.

Los métodos oficiales descritos en la Farmacopea Nacional
de Los Estados Unidos Méxicanos (FNEUM.) para valorar
Acetato de Hidroxocobalamina son: Método
espectrofotométrico, el que se basa en la absorcidn del
Acetato de Hidroxocobalamina a una longitud de onda de
351 nm , en la clal ésta sustancia presenta uno de sus
maximos de absorcidén, no obstante que es un método
especifico, confiable y rapido, no es posible utilizario para
estudios de estabilidad, porque al descomponerse el
Acetato de Hidroxocobalamina, sus productos de
degradacién también presentan absorcidn a ésta misma
longitud de onda. Por otro lado, el método microbioldgico
es muy tardado y costoso, éste consiste en preparar
muestras de Acetato de Hidroxocobalamina a diferentes
concentraciénes con médios de cultivo adecuados y un
microorganismo determinado. Después de un tiempo de
incubacidén se mide la absorbancia de los diferentes
medios de cultive, cuyo contenido de Acetato de
Hidroxocobalamina es conocida y la absorbancia de 1a
muestra problema. Para determinar la cantidad de
Acetato de Hidroxocobalamina en ia muestra problema, se
interpola la absorbancia de ésta en una grafica de

calibracién (absorbancia contra concentracion de Acetato
de Hidroxocobalamina) (11).



Para poder realizar estudios de estabilidad, es de
suma importancia desarrollar métodos analiticos que
sean rapidos, reproducibles, confiables y sobre todo
indicadores de estabilidad; por ello el presente trabajo,

describe una técnica analitica por Cromatografia de

Liquidos de Alta resolucién (CLAR) v la validacién de
la misma.

En ingles &sta técnica se conoce como High
Performance Liquid Chromatographic o HPLC. A lo
largo de éste trabajo, el término CLAR sera utilizado
como sinénimo de dicha técnica.



I11. FUNDAMENTACION Y PLANTEAMIENTO DEL
PROBIEMA,.

Entre los muchos requisitos que debe de cumplir un
m 2dicamento para que pueda salir al mercado, destacan
los estudios de estabilidad del mismo. Estos estudios
consisten en poner el medicamento a diferentes
condiciones de temperatura e ir determinando la
concentracion del principio activo a diferente tiempo; de
los resultados obtenidos, es posible calcular la constante
de velocidad de degradacién del activo en el
medicamento ¥ el orden de reaccidn; ya con éstos datos,
es posible calcular la fecha de caducidad a temperatura
ambiente, haciendo uso del modelo matemadtico de
Arrhenius,

El problema planteado es el de desarrollar una técnica
analitica especifica, esto es, que al medir alguna
propiedad fisicoquimica del activo, la respuesta que se
obtenga sea directamente proporcional a 1a concentracion
del mismo v que al disminuir la concentracién (por
degradacidn), 1a intensidad de 1a respueéta medida,
también disminuya en forma proporcional, sin que
interfieran en la medicién los productos de degradacién
delactivo o los productos de degradacién del placebo, de

tal manera gque, se puedan tener datos confiables de 12



vida 1til del medicamentes. Por tal motivo, se ha
propuesto desarrollar una “écnica analitica por
Cromatografia de Liguidos de Alta Resclucion {CLAR),

dada su versatilidad, rapidez, reproducibilidad, precisidn
v exactitud.



IT1. OBJETIVOS.

A) Desarrollar un método analitico por cromatografia de
liquides de alta resolucién (CLAR) indicador de

estabilidad que sea confiable y reproducible.

B) Validar el método analitico desarrollado para valorar

Acestato de Hidroxocobalarnina.



IV HIPQTESIS.

Si los productos de degradacién del Acetato de
Hidroxoecobalamina asi come los productos de degradacion
del placebo, no absorben a una longitud de onda de 351
nm. ademas de poseer diferente polaridad en
comparacién con el Acetate de Hidroxocobalamina,
entonces ssrd posible desarroilar un método analitico

especifico indicador de estabilidad por Cromatografia de
Liquidos de Alta Resolucidn.



V.GENERALIDADES.

5.1. Vitaminas.
5.1.1. Antecedentes.

El individuo sano cuya dieta estd bien equilibrada
normalmente recibe de los alimentos, cantidades
suficientes de vitarmninas, las vitaminas obtenidas de
ésta forma dificilmente pueden conciderarse como
medicamentos. Sin embargo en muchas circunstancias,
la concentracién de una o varias vitaminas en los
tejidos del organismo es inferiér a la éptima; cuando
surge ésta situacién, o cuando se preveé que pueda
ocurrir, suelen administrarse las vitaminas en su
forma quimicamente pura. Empleandose de ésta
manera, las vitaminas tienen que considerarse como
medicamentos, por lo que ¢s necesario reconocer sus
propiedades farmacoldgicas (6).

Las vitaminas son sustancias organicas que existen ex
los alitnentos, capaces o no de ser sintetizadas en et
organismo en cantidades adecuadas, que actian sn
pequefias ddsis v no son usadas como fuente material
o energética, pero que son necesarias para =!
mantenimiento de las funciones metabodlicas norme’. .
del organismo y de la salud.

En 1912, el ingles F.G. Hopkins demostrd
experimentalmente que los animales necesitan mas
que proteinas y grasas para su normal crecimiento.

Postuld que uno o mas “factores accesorios”



presentes en los alimentos naturales eran tambien
necesarios para la nutricidn animal. En ese mismo afio,
Casimir funk, obtuvo un concentrado de una amina a
partir de la cascarilla del arréz que aliviaba los sintomas
del beriberi, enfermedad comUn entre 1os marineros
japoneses limitados a una dieta de arrdéz molido o
descascarillado. De ahi derivd el nombre de vitamina,
in.licativo de amina esencial para la vida, aunque muchas
de las sustancias de esta clase no son aminas.

Ya desde el siglo XV1I se utilizaba el aceite de higado
de bacalao para el tratamiento del raquitismo, y mas
tarde se descubrid que el jugo de la limna era un
preventivo para los sintomas del escorbuto (10).
Mediante un fraccionamientoe sistematico de las fuentes
naturales de los factores de crecimiento y ensayando la
potencia de los concentrados sobre el ritmo del
crecimiento de los animales, se logré finalmente obtener
dichos ractores en forma pura, lo cual permitié su
identificacién quimica. Se produjo un cambio profundo a
mediados de la década de los allos treinta, en que fueron
aisladas por primera véz algunas vitaminas y , se
establecieron sus estructuras moleculares, hazaha de
laboraterio durante esa época, ya que solamente podian
obtenerse cantidades del orden de miligramos de

sustancia pura, partiendo de centenares de kilogramos



del material de partida. Se identificaron en unos afios la
tiamina (vitamina B 1), la riboflavina (vitamina B2) y el
acido-nicotinico, que es el factor antipelagra (10).
Poco después se descubrid que esas vitaminas actian
corno componentes fundamentales de algunas coenzimas.
Estos descubrimientos demostraron no sélamente el papel
bioldgico de muchas vitaminas y porqué actiian en
ca-itidades minimas , sino que han sefialado ademas el
camino para la comprensién molecular del mecanismo
mediante el cuil las coenzimas y encimas aceleran la
velocidad de 1as reacciones quirnicas .
5.1.2. Clasificacién de las vitaminas.
Las vitaminas se clasifican por su solubilidad en dos
grupos , las solubles en agua ( Hidrosolubles ) y las
solubles en disolventes organicos comiines ( liposolubles)
a) Vitaminas hidrosolubles . El complejb vitaminico
B comprende un gran namero de vitaminas que difieren
mucho en su estructura quirnica v accidn bioldgica , se ha
formado un grupo con ellas porque todas son
hidrosolubles y se obtienen , en cantidades de alguna
importancia , de las mismas fuentes ,especialmente del
higado v de la levadura .
Nueve de los compuestos generalmente considerados
como miembros del complejo B son : ‘Tiamina

’

Rivofiavina, Acido nicotinico , Piridoxina , Acido pantoténi



co , Biotina , Colina , Inositol, Acido p-aminobenzdico ,
Acido fdlico y Cianocobalamina . La funcidén coenzimatica
de todas las vitaminas hidrosolubles es razonablemente
bien conocida con la excepcidn de la vitamina C. (6,9,12).
b) Vitaminas liposolubles . Las vitaminas
liposolubles comprenden a las vitaminas A, D, Ey K .
Sélamente los animales superiores parecen prescisarla de
procedencia exdgena . Todas las vitaminas liposolubles
tienen caracterizticas en comtlin, existen en los tejidos
vegetales como vitaminas o provitaminas , a diferencia de
los animales en ddnde estan concentrados en unos
cuantos tejidos .
Las vitaminas liposolubles se almacenan en el higado y en
menor extensién en otros tejidos adiposos . Las reservas
son grandes y la utilizacidon o eXcrecidn es
extremadamente lenta (6) .



5.2. METODOS CROMATOGRAFICOS.
5.2.1. Desarrollo histérico.

En 1905 Ramsey utilizé por primera vez técnicas
cromatograficas para separar mezclas de grasas y
vapores. Al allo siguiente el boténico ruso Tswett empled
la cromatografia de elucién en un experimento que tenia
por objeto la separacidn de clorofila de la clorofila de
extractos vegetales , utilizé una columna de vidrio ,
rellena de carbonato de calcio , introdujo el extracto
vegetal disuelto en éter de petrdleo , a continuacién
agregd mas éter de petrdleo y observé que, a medida que
el éter pasaba a través de la columna , se separaban
bandas de diversos colores que correspondian a los
carotenos , las clorofilas v las xXantofilas . De aqui el
origen de la palabra cromatografia que, literalmente ,
significa " color escrito " ; hoy éste método se llama
cromatografia liquido-sdlido .

En 1952 Martin y James introdujeron la cromatografia
de gases , que se ha convertido en una de las técnicas
analiticas mas Utiles para el andlisis de gases y
compuestos volatiles organicos.

No fue sino hasta 19€& que se introdujo un avance
considerable en la técnica = cromatografia liquida, no

obstants que el primer expsrimento de cromatografia fue



una forma de cromatografia liquida ; éste avance fue
gradual y se debié a 1a introduccidn de altas presiones de
operacion vy de sisternas de deteccidon continuo ; es objeto
de grandes ¥ nuevas mejoras y cabe resaltar que en un
futuro préximo su uso sera muy amplio .

La cromatografia constituye un rmétodo analitico que
permite la separacién de una mezcla en sus diferentes
componentes . En el cuadro nlrnero 1 se presenta un
estudio cronoldgico de 1a evaluacidon de la cromatografia
desde A. C. hasta inicio de la nueva era con Stahl y
Desagra en 1956.



CUADRO No. 1

Estudio cronoldgico , de la evaluacidn de la cromatografia

desde A L. hasta inicio de la nueva era con Shal y Desaga.

AUTOR MATERIAL APLICACION
Plinio el mayor Papiro FeSO4
(79-23 AC)
Pung< -Schonbein Papel filtro “Anali- Cationes
Goppel sroeder sis Capilar " Aniones
Reed (1893) Caolin Cromato de
potasio, eosina
FeCL3 -CuS4
Michael Tsweet CaCo3(columna)- Clorofila pig-
(1906) : mentos vegetales
Ismailow-Schpaiber AlGmina{columna) Belladona extrac-

tos medicinales.

Martin-Synge(1940) Silica gel en columna Separacién de pro
1852 Prernio nobel C. de Particién teinas y A. acetila
dos.
Crow(1941) Allimina en caja de Separacion de mez
petri clas y otros com-

puestos.



Condsen-Gordon
Martin (1Q44)

Periodo 1939-1945

Suecia/Tiselius-
Willstatter y col.

Kirchner-Miller
(1950)

1952 Primeros

reportes de
C.de Gases

Reitsema (1954)

Stzhl-Desaga
(1956)

C particion microes-
cala, C.en papel .

Perfeccionamiento
papel Ascendente-
Descendente etlc.

Papel impregnado

, Vidrio, placas .

CG.en soportes de
silica

Placas de vidrio

Perfeccionamiento
CCF. Silica gel y to-
do tipo de absorbentes .

Separacion de to-
do tipo de compues-
tos .

Preponderancia en
identificacidn de
eluido .

Terpenos
Acidos grasos volatites

(Ac. férmico a dodeca-
noico)

Aceites escenciales

Todo tipo de compuestes



5.2.2. sistema cromatografico.

Todo sistema cromatografico esta integrado por dos
componentes , uno lamado fase estacionaria y el otro
fase movil:

a) Fase fija o estacionaria : Es dénde tendra lugar la
separacién . A ésta fase también se le llama Soporte o
ADSORVENTE.

) Fase Movil: Llamada también disolvente o ELUYENTE.

La fase movil sera la que efectlle la separacion de la
mezcla al desplazarse sobre la fase fija.

F.fija (puede ser sdlida o
liquida )

Sist. Cromatografico 4

F. Movil ( puede ser liquida o

L gaseosa)
Dependiendo de la naturaleza quimica de la fase movily
estacionaria , ast como de la mezcla a separar y de !a
interaccidn fisicoquimica que tenga lugar entre ellas , se
tiene lugar a dos clases de cromatografia: Adsorcién y
Particion.

A) ADSORCION.-El soporte (fase fija) posee un alto poder



de atraccién electrostdtica sobre la mezcla. La elucién o
separacién puede efectuarse mediante fuerzas
cornpetitivas del disolvente empleado.

B) PARTICION.- Los sitios capaces de poseer una
atraccién electrostética sobre la mezcla, estin ocupados
por un lquido. La separacién se hace por lo tanto, entre
dos fases liquidas en los cuales los compuestos tienden a
distribuirse. A este proceso se le llama también de
distribucién.

Combinando una fase fija y una mdvil de diferentes
caracteristicas, se tienen los diferentes tipos de
cromatografia mas conocidos en la actualidad.

F.ESTACIONARIA F.MOVIL CROMATOGRAFIA METODO

a) Solido Hquido sélido-liquido CColumna
CCUF.
intercambio
A idnico
CLAR.
b) Solido Gas gas-liquido C. gases.
a) Liquido Liquido Liquido-Liquido C.Columna
B
| AR ‘ ’
jpliquida Gaseosa gas-liq. CGases
‘I Ccolumna
L capilar.

CUADRO 2 Diversos tipos de Cromatografia.



5.2.3. Cromatografia de liquidos de alta resolucién,
(C.L.A.R)

La CLAR es una inovacién de 1a cromatografia en
columna tradicional , en la que se u-tilizan columnas cuyas
dimensiones son generalmente de 2 a 6.5mm. de
didmetro interno por 10 a 30 cm de largo, las que estan
rellenas con adsorbentes de aproximadamente 10 mc de
didmetro , lo que ofrece una area de contacto de 300 a
350 m2 por gramo de silica gel .

Como resultado de el tamafio de particula tan pequeiia,
la resistencia al flujo de 1a fase mévil , se incrementa
mucho , por 1o que se hace necegsario utilizar sisternas de
bombeo que impulsen a la fase movil (FM.) a través de 1a
columna , permitiéndo asi la distribucién de 1a sustancia a
separar entre la fase estacionaria y la fase movil; lo que

materndlicarnente se expresa como :

k=Cs/Cm en donde :
k= coeficiente de distribucion
Cs=concentracién de la sustancia

en la fase estacionaria (FE.)
Cm=concentracién de la sustancia enla

Fase movil .

Con respecto a la cromatografia en columna tradicional ,

1as ventajas que brinda la CLAR son : Tiempos de andlisis



mucho mas rapidos, columnas reusables, adicion
automatica y continua de disolventes , monitoreo

automatica y continuo de 1a muestra que se esta
eluyendo.

Instrumental

Para tener una idea general del equipo , 1a figura 1
muestra un equipe de CLAR . Dependiendodel fabricante
vy la calidad del equipo, existen variantes en algunas de

las partes aqui mencionadas , pero el principio del
funcionamiento es el mismo .

10

e

[

O

Figura 1. componentes de un equipo de CLAR .1. envase del
disolvente.2,unidad de soporte del disolvente.3,bomba de alta
presion.4, bardmetro. 5, filtro.b,resistencia ( para eliminar
pulsos) .7,precolumna (opcional).8,columna analitica.9,sensor.



de presion (opcional). 10, sistema introductor de muestra. 11, drea
con temperatura controlada (opcional). 12, detector. 13,
integrador.

Considerando las partes asociadas con el disolvente ,
tenemos en primer lugar el envase ( parte 1.de 1a figura )
el que puede estar hecho de vidrio o de acero inoxidable
Jgeneralmente tienen una capacidadde 1a 2 L.

Es importante tener en cuenta ciertos aspectos sobre la
fase mévil , que aunque no forma parte del equipo, son
necesarios para un mejor rendimiento de éste . Los mas
'importantes son : Compatibilidad con el detector
utilizado ; no debe de contener aire disuelto , yva que en
cualquier momento se pueden desprender burbujas de
aire , trayendo comeo consecuencia la interrupcidon en 1a
tedeccidn ( picos fantasmas ), ¥ , por otro lado, i
oxigeno disuelto puede reaccionar con 12 fase mévil o con
la fase estacionaria del sistema ; debe disolver 2 ia
muesira ; no debe disolver o dsgradar a2 la fass
estacionaria ; debe tener baja viscocidad , de no ser asi se
obtienen presiones muy elevadas que afectan el empagus
de la columna ademas de afectar l1a eficiencia ds iz

separacién ;que el disolvente o disolventes seleccionac s



como fase mévil estén libres de particulas o pelusas, esto
(itimo se elimina utilizando filtros de 0.45Mc, evitando
que se tapen los filtros de 1a columna , manteniendo una
presién mas o menos constante .

Sistemas de bombeo : 1La calidad de la bomba es uno de

los factores mas importantes en la calidad de equipo en
general, porque se debe tener una bomba capaz de
conducir la fase mévil a todo lo largo de la columna
empacada con particulas muy finas , las que han sido
compactadas a muy altas presiones . Ademds , es
necesario que en el flujo se reduzcan al minimo los pulsos
, borque éstos inducen gradientes de muestra ,
interrumpiéndo con ello el proceso de deteccidén
automatica , especialmente cuando se utilizan detectores
de indice de refraccién .

Existen dos clases generales de bombas ; bombas
mecanicas ¥ bombas neumaticas . Entre las bombas
mecanicas tenemos dos tipos ; las reciprocas v las de

desplazarmiento continuo :

Mecénicas - Desplazamiento continuo
o tipo jeringa.
-Reciprocas o de pistdn.
BOMBAS 4

[ Neumaticas



Las bombas de desplazamiento continuo o tipo jeringa
mantienen constante la velocidad de flujo evitando
pulsaciones en el flujo pero , la desventaja que presenta
es su capacidad limitada, teniendo que interrumpir el
flujo de la fase movil para volver a llenar la camara y
desplazar nuevamente mas volumen de fase movil, éste
tipo de bombas se utilizd mucho en ios primeros
aparatos y, actualmente se utiliza para gradientes de
elucion, permitiéndo una buena reproducibilidad en 1a
elucidn de muestras.

Las bombas reciprocas o de pistdn , estan constituidas
por dos o tres camaras , que desplazan volumenes
constantes de disolvente, en forma alternada para
pefmitir el illenado de las mismas , mientras se bombea
la fase movil , a traveés de 1a columna ; la desventzaja de
este tipo de bombas es que se obtiene un flujo pulsante,
lo que podria interrumpir la deteccidn de la muesira,
cosa que no ocurre , debido en primer lugar , por
aditamentos del CLAR que corrige éstos pulsos y por ctre
lado, al pasar la fase movil por 1a columna , las particulas
de adsorvente , por la misma resistencia al flujo que
ofrecen , van atenuando las pulsaciones dentro J« la
columna, de tal manera que se obtiene a 1a salida de la
misma , un flujo mas bien continuo. Este tipo de bombas
se esta utilizando mucho en los equipos modarnos, con

muy buenos resultados .



Las bombas neumaticas , estan constituidas por una
camara donde se encuentra el disolvente o fase moévil y
por medio de la presion ejercida por un gas inerte , pasa
a traves de la columna , el flujo obtenido de esta forma,
es constante, pero la desventaja que presenta es un
incremento en el costo de los analisis, una saturacidon de
gas en las Ultimas porciones del liquido, lo que hace
nacesaria una degasificacion periddica de la fase movil.

Medidores de presion Lz funcién mas importante de los

medidores de presidn , es el de indicarnos a que presion
esta trabajando nuestro sisterna, la que va a depender de
la temperatura del disolvente , 1a viscosidad del mismo y
ia velocidad de flujo, de cualquier modo, 1as columnas
que se utilizan , resisten altas presiones ( 3500 psi) de
operacidon |, ias que no sa deben de exceder para evitar
pérdidas de resolucidn v dz;o al empaque de las mismas .
Filtros.Los filtros comunmente utilizados en CLAR |, estan
hechos de acero inoxidable y sirven para evitar que a la
columna leguen particulas de polvo o particulas
extrafios , que puedan obstruir el fiujo de 1a fase movil ,
trayendo como consecuencia la elevacion de presion ,
dafiando el empagque de la columnna.

Resistencia. La resistencia es un aditamento que consiste
de una tuberia a manera de linea guebrada, la que
elimina las pulsaciones del flujo, haciéndolo de inanera
continua , facilitando la deteccidn de las muestras que

pasen de la columna al detector .



Precolumnas . Las precolumnas ayudan a la mejor
separacidon de mezclas de dificil resolucidn , éstas , al
igual que las columnas pueden tener diferentes fases
estacionarias para brindar una mayor versatilidad de 1a
técnica de CLAR por lo anterior, las precolumnas pueden
separar compuestos en base a su peso molecular
(cromatografia de exclusion molecular); en base a cargas
eléctricas ( cromatografia de intercambio idnico); en base
2 su coeficiente de distribucidn entre dos liquidos
(cromatografia liquide-liquido), de esta manera se puede
obtener una mavyor eficiencia en 1a columna analitica (
14, 19,21).

Las precolumnas también se utilizan con frecuencia en
cromatografia de fase inversa, para evitar que la fase
movil disuelva a la fase estacionaria de la columna
analitica; en este caso la precolumna, estd empacada con
la misma fase estacionaria que la fase estacionaria de 1a
colurmnna analitica, pero a una mayor concentracion,

para que se sature la fase movil, evitando asi que
solubilice 1a fase estacionaria de la columna analitica .
(14).

Columnas Para fines de comparacion , la cromatografia se
divide frecuentemente , en dos tipos, cromatografia de
fase normal y cromatografia de fase inversa. Esta simple
divisidon se basa en la polaridad relativa de 1a fase movil
vy de la fase estacionaria .

En la cromatografia de fase normal , el grupo

funcional predorninante de la fase estacionaria , es



mas polar que la fase movil comunmente usada en esta
técnica , por ejemplo las columnas empacadas con una
fase estacionaria con grupos cianopropilo, generalmente
son utilizadas con fases moviles conteniendo hexano,
diclorometano o mezclas de ambos ( estos Giitimos tienen
una polaridad menor que la de la fase estacionaria ) (19).
En la cromatografia de fase inversa, la fase estacionaria
es usualmente un adsorbente hidrofébico, como el
octadecilsilano u octilisilano, siendo generalmente 1a fase
movil un disolvente mas polar, como el agua, metanol,
acetonitrilo o isopropanocl y sus mezclas. Esta técnica es
la mas extensamente practicada en sus varias formas por
las siguientes razones :

a. Frecuentemente, compuestos ionizables, idnicos v no
ionicos, pueden ser separados usando una simple fase
mdvil y una misma columna ( con o sin adicién de sales )
(19,21).

b. Las columnas de fase inversa son estables v los
anilisis realizados en ellas son facilmente reproducibles,
siempre y cuando se tengan ciertos cuidados con ellas .

¢. La fase movil generalmente utilizada por esta técaica
es muy barata (agua) y las muestras pueden 3:<-

inyectadas directamente en la misma fase mévil (7, 14).



d. El disolvente organico mas frecuentemente utilizado,
para lograr mejores separaciones con ¢l agua (metanol)
se obtiene a un precio razonable y a2 una pureza
adecuada en muchos fugares del mundo .

e. El orden de elucidn es predecible , basandose en el
grado de hidrofobisidad del scoluto. La porcidn mas
hidrofdbica de la molécula es la mas retenida .
Caracteristicas de la silica gel utilizada como fase
estacionaria . La silica gel es el material de empaque
comunmente utilizado para las colummnas de CLAR ,
existiendo en gran variedad de formas y tamafios . Las
de mayor interés , tienen areas de superficie de 200a
300

m2/g v un didunetro promedio de 50 a 250 A. Las
silicas con poro de gran tamatio son apropiadas para
cromatografia de exclusion molecular , para separar
polimeros y tienen un peso molecular menor de 2000,
Quimicaments, 1a silica gel amorfa contiene grupos
polisiloxano y algunos de silanol. Los grupos silanol son
considerados activos en cromatografia de adsorcidn ya
que ferman enlaces covalentes con compuestos
organicos .

Una superficie activa, suele tener aproxirnadamente
ochogrupos silanol por nandmetro cuadrado ( nm2),
mientras que las silicas comerciales secadas a
temperaturas menores de 2000 C tienen cerca de 5
grupos silanol por 100 A2 de superficie .



La silica gel calentada, entre Jos 1252 v 1750C pierde agua
retenida en su superf{icie, entre 1os 2008 y 4009C, se tiene
una mayor cantidad de grupos hidroxilos reactivos, que
se liberan en forma de agua, dejando en la superficie
grupos siloxano. Los grupos siloxano son considerados
cromatograficamente inactivos. El procedimiento de
calentamiento de silica gel cerca de 200 oC es un método
que reduce la superficie activa (9, 7, 14).

La silica gel es insoluble en disolventes utilizados
comunmente en cromatografia de fase normal, como
hexano, cloruro de metileno, éter e isopropanol. Sin
embargo la silica exhibe muy ligera solubilidad en
disolventes acuosos, un hecho gque tiene eventual
influencia al utilizar 1a cromatografia de fase inversa.

El perfil de solubilidad de 1a silica gel en medio acucso se
muestra en la figura 2. Notese que la solubilidad se
incrementa significativamente por arriva de un pH de ©.5,
con la formacién de aniones silicato. La solubilidad de 1a
silica gel es proporcional a el éarea de superficie y 2 1a
temperatura, acelerandose con bases o sales alcalinas en
la fase movil, especialmente con sales de

tetralquilameonio. La solubilidad de la silica se reduce &n
médio acido,



Fig. 2. Perfil de solubilidad de la silica gel en medio acuoso a
diferentes valores de pH. oo

Sensores de presién, Es importante que el equipo de CLAR
tenga éste importante aditamento, porque esta
generalmente conectado a 1a bomba por medio de un
interruptor, lo que hace que al rebasar un cierto limite de
presion, se interrurmpa el flyjo, evitando que Ia presién se
incremente atin mas dafiando el empaque de la columna.
Sisterna introductor de muestra. La forma de introducir la
muestra a 1a columna es por medio de jeringas de alta
presion, 1o que en 1a actualidad no tiene mucha difusién
porque estd limitado a presiones de operacién menores
de 100 atm. Otra forma de introducir 1a muestra a la




columna es interrumpiendo.el flyjo de l1a fase moévil, la
desventaja de esta técnica es que requiere de algunos
minutos para que la presién de la columna baje a cero y
asi introducir 1a muestra. La mejor forma de introducir 1a
muestra es sin duda por medio de balbulas o cidmaras de
inyeccion, porque introducen 1a muestra en uhos cuantos
segundos, operando a presiones de 300 atm, obteniendo
buena reproducibilidad entre inyeccion e inyeccion.

Area_con_temperatura controlada. Esta area es un

compartimento donde se encuentra la columna para
mantener la temperatura del analisis constante; la
influencia de 1a temperatura sobre la fase movil y 1a

separacién de compuestos se observa claramente en la
' figura 4, 2 medida que aumenta la temperatura, la
viscocidad de la fase mévil disminuye y aumenta 1a
resolucion, sin embargo, cuando se analizan vitaminas y/o
enzimas, se pfeﬁere utilizar temperaturas bajas para
asegurar la estabilidad de 1a muestra, 1a desventaja que
presenta es el costo tan elevado de este sistema.



65 *'C

10 *'C

Fig. 4. Efecto de 1a termnperatura sobre la viscosidad de la fase modvil
¥ la resolucidn.

Detectores. Los detectores mas comunmente usados para
CLAR. son: de indice de refraccidn (IR), de 1uz ultravioleta
v visible, aunque tambien hay polarograficos, de
ionizacidn de flama, fluorométricos, conductividad

térmice, espectroscopia de masz, infra rojcs, entre otros.



Los detectores de luz ultravioleta y wvisible, son
relativamente insensibles a los cambios de flujo y
temperatura, siempre ¥ cuando el disolvente no absorba
en grado apreciable en la longitud de onda que opera el
fotdmetro, por lo que es facil efectuar programaciones de
fase mévil.

Un disefio esquermnatico de este detector se muestra en la
figura 7. El haz de 1uz, proveniente de una lampara de
mercurio o tungsteno, es primeramente colimado y
después se hace pasar a través de dos celdas, una de ellas
de compensacidn o referencia; los rayos de 1luz
emergentes, se hacen pasar por filtros especificos con el
objeto de obtener la longitud de onda requerida. La
intensidad es medida por una fotocelda doble que genera
una sefial que, despuds de amplificarse, se representa
graficamente por el registrador. Dicha sefial se puede
obtener como porcentaje de 1uz absorbida.

Para evitar problemas con la fase movil ¥ ruido en el
detector, se emplean disolventes de grado espectroscépico
como fase moévil y se toman precauciones adecuadas para
que no se formen burbujas en las celdas.



que resulta de la diferencia entre los indices de refraccidn
de los liquidos en ambas celdas. Conforme el rayo cambia
su angulo de incidencia sobre la fotocelda, se genera una
senal, que es amplificada y representada graficamente

por el registrador.

Fig. 5. Detector de indice de refraccidn, tipo "Desviacion” ‘a.
fuente luminosa; b. abertura; ¢. lente colimador; d. celdas
analitica y de referencia; e. espejo; . ajuste optico de cero; g.
fotocelda; y h, amplificador.

Relractdmetro tipo Fresnel (fig. 6). Este refractémetro

consta de dos rayos de luz colimados y de jgual

intensidad, que pasan a través de un prisma e inciden



sobre la interfase vidrio-liquido de las celdas de
referencia y muestra, respecti'{/amente. Dichas celdas, de
aproximadamente 3 mcl cada una, consisten en cavidades
ovaladas en una pequena pieza de tefldn, ubicada entre el
prisma y una placa de sostén. El ajuste grueso del angulo
de incidencia de la luz se realiza rotando el cuerpo del
proyector. La diferencia de la intensidad de 1a luz emitida
a través de las celdas estd en funcién de los indices de
refraccidén de ambos liquidos y se mide por medio de una

fotocelda doble, 12 cual genera una sefial que se registra
graficamente.

Fig. 6. Detector de indice de refraccidén tipo "Fresnel”. a. fuente
luminosa; b. proyector; ¢. prisma ¥ celdas; d. fotocelda.



Los detectores de indice de refraccion , miden l1a
diferencia entre el IR del disolvente puro y el IR de 1a
solucion de la muestra que sale de la columna, de esta
manera se observa cualquier cambio en la composicién
de la fase movil. La respuesta de éste detector es
universal y sensible a cambios de disolvente y
temperatura , por lo que es dificil efectuar
prograraciones de fase movil.
Hay dos modelos distintos de este tipe de detectores, que
se ilustran en las figuras 5 y 6 . Uno de ellos, llamado
refractdmetro de desviacidon , se basa en el
desplazamiento optico de un rayo de 1luz, que es
proporcional a la diferencia del indice de refraccién
entre dos liquidos . Ef otro se funda en el principio de
Fresnel , segun el cual en la interfase entre el prisma de”
vidrio y algiin liquido , 1a cantidad de luz trazw:smitida b4
reflejada es proporcional al angulo de insidencia de 1a 1uz
y al indice de refraccion del liquido .
Refractometro de desviacion (fig. 5). Un rayo de luz pasa
a través de una abertura (b) y es colimado por el lente
(c) , atraviesa luego las celdas (d), que contienen ,
respectivamente , el disolvente puro y el disolvente que
sale de la columna, es reflejado por un espejo (e)y
enfocado a través de un mecanismo de ajuste optico cero
(f), insidiendo mas tarde sobre la superficie del rayo
sobre la fotocelda (g).

El angulo de insidencia del rayo de 1uz sobre la

fotocelda esta determinado por el angulo de desviacion .

N



iH s 1o\ Q st iee ANO it 111N, Hiaiiyie))

H] ] ‘ f l Dtr/l//lll/lﬁ/ﬂ%Zﬁ//l////ﬂlﬂllll Wuirsf] syrarse i
lxmhllnvmnml[
b

4a e £

Fig. 7. Detector de luz ultravioleta y visible. a. Fuente luminosa b.
Lente colimador. ¢. celdas analitica yA de referencia.d. ventana de
cuarzo. e. {iltro. f. fotocelda,

Integradores electrénicos. Los métodos de integracién

electrénica proporcionan datos de una precisién en
muchas ocasiones superior a la del mismo cromatdgrafo,
de aqui la importancia de saber rnanejAar adecuadamente
los integradores. La seflal que recibe el registrador es
transformada directamente en unidades relacionadas con
el drea y concentracion. También se emplean sisternas de
computacion; muchos de estos instrumentos proporcionan
o son capaces de presentar directamente resuitados y
datos completos del andlisis, tales como tiempo de

retencidn, porcientos de area, areas bajo las curvas,



, factores de correccién, porcentajes de composicion, tablas
de resultados, entre otros.



VI.MOMNOGRAFIA ( ACETATO DE HIDROXOCOBALAMINA )
b.1 Nombres quimicos v sindnimos .

Acetato de cobalamina , Iodoxo-B12, Novidroxin,

Cobinamida acetato fosfate 3 - ester con

5.5-dimetil- 1 -d-ribofuranosilbencirnida~L-sal inerte,
Acetato de acuocobalamina .

6.2 Formula desarrcllade.

l,o
O—C- CHy
NHzCOCHCHy

CR3 cn; cOoNNa

tM CHy CONHy

TH3
CHy cHg COMM2
o CM3

P
CHz

6.3_Férmula condensada (15, 16).

Ceg HgoO g N |3 PCOCH , - COOH
6.4. Peso Molecular .
1406 g/mol.




" 65, Descripcion .

Cristales o polvo cristalino higroscdpico, de color rojo
obscuro , inodoro. Se descompone cuando se expone al
calor. Contiene cuando menos el Qlicol y 0.5 ml. de 1116 B
¥ no mas de 102 & de Acetato de Hidroxocobalamina
calculado sobre sustancia deseada (3).

6.6. Sotubilidad.

Soluble en agua y alcohol . Practicamente insoluble en
é%er, acetona v cloroformo. ( 3, 4, 15 ).
6.7. Ensavoes de identidad.

6.7.1. Especirofotométrico: Disolver 50 mg . de la
muestra en 5 ml. de agua , agregar lg. de sulfato
monoacido de potasio y en BV. ( bomba de vacio),
evaporar hasta cerca de 0.5 mil agregar 1.5 ml de
etilenglicol v 0.5 ml. de solucidn al 60 & de acido
sulfiirico . Hervir 12 mezcla en BV. durante 3 minutos y
en seguida enfriar , agregar 0.5 mi. de solucidn acuosa at
7 8 , P/V (peso a volumen ) , de clorhidrato de
hidrogilamina y 2 mi. de solucion 10:100 de hidroxido de
sodio y mezclar . Dejar reposar un minuto y agregar 2mil.
de #cido sulflirico diluide y 0.2 mil. de solucidn 15:100 de
cloruro férrico : aparece coloracidon roja violacea
correspondiente al idn acetato .

La solucion at 1 8 de Acetato de Hidroxocobalamina
exhibe maximos de absorcidn a las longitudeé de onda de
523 nm. + -1 nm . utilizar celdas de 1 ¢cm. ¥ agua como
blanco , en espectrofotdmetro adecuado ( 3, 4 ).



6.7.2. Desarrollo de color : En un crisol de porcelana
calentar suavemente hasta fusidén aproximadamente. 1
mg. de la muestra con 50 rmg. de sulfato monoacido de
potasio, enfriar y disolver el residuo en 3 ml. de agua
hirviendo , con ayuda de una varilla de vidrio , agregar a
la solucidn una gota de S.I. ( solucidn indicadora ) de
fenolftaleina y en seguida gota a gota solucidn al 10 ® de
hidréxido de sodio |, hasta una coloracion rosa persistente
. Agregar 500mg. de acetato de sodio, 0.5mil.

de SR.(solucidn reactivo de acido acético, 0.5 mlde una
soluciodn 1:500 de nitroso

-lhidroxi-2-naftalenodisulfonato-3,6-disédico: se
produce inmediatamente una coloracidn roja-anaranjada,
que desaparece cuando se agregan 0.5ml. de acido
clorhidrico al hervir durante un minuto .

6.8. Ensavos de pureza,

6.8.1. Perdida al secado : Pasar aproximadamente

100mg. de la muestra y transferir en una pasafiltros
adecuado. Introducir el pasafiltros a una estufa, a 12 que
se le aplica vacio menor de 5 mm. de mercurio.
Mantener 1a temperatura entre 100"y 105'C durante
una hora .

La perdida esentre 108y 14 % .

absorbancias de soluciones de acetato de
hidroxocobalamina standar v problema en agua a una
concentracidon de 0.04 mg,/mi. a una longitud de onda de

351 nm. usando agua como blanco .



6.9. Conservacion .

En recipientes herméticamente cerrados , protegidos de
la luz y en lugar fresco.
6.10. Toxicologia.

No se han seflalado aparicion de efectos tdxicos en el uso
clinico en su forma cristalina , raramente se ven
reacciones alérgicas a impurezas de los preparados de
cianocobalamina e hidroxocobalamina . La reaccion local
se parece a un fendémeno de tipo Arthus, sin necrosis. Los
efectos generales incluyen : bochornos, cefaleas,
escalofrios , fiebre , disnea, prurito, urticaria , choque .
Los pacientes hipersensibles al extracto hepatico toleran
bien la cianocobalamina.

6.11. Farmacodinamia.

Existen dos mecanismos de absorcion de 1a vitamina B 12

El mas impoertante de los dos es aplicable a las peque;as
cantidades de vitamina presentes en la dieta . En el
estomago, 1a vitamina B 12 es liberada de las proteinas
presentes en la dieta . En el estdmago , 1a vitamina B 12es
liverada de las proteinas y péptidos asociados y se
combinan con el factor intrinseco ( glucoproteina de peso
molecular entre 50.000 y 60.000)secretado por las
células principales o parietales del fondo y del cuerpo

del estdmago . La absorcion de la vitamina B 12tiene
lugar entonces en la parte inferior del lleon , muy poco
en el yeyuno y colon.

Dicha absorcidn se realiza en varias etapas :

a) Combinacion de cobalamina y factor intrinseco .



b) Unidén de dicho complejo a un receptor de la
membrana celular del epitelio celular .
c)Desdoblamiento del complejo vy liberacion de 1a
vitamina B 12con entrada de 1a misma a la célula epitelial
ilial.

d)Pasaje de la vitamina B 12 a la sangre.

Necesita también un sistema de transporte que requiere
calcio y un pH superior a 5.7, la vitamina B12 asi
absorbida, se une principalmente a una B-globulina
especifica formando la trnascobalamina II y en menor
cantidad a una =<, globulina especifica, con 1a que forma
la trascobalamina I vy a una inter «
-glucoproteina(trascobalaminalll). Las trascobalaminas 1
vy 111 guardan relacién con los granulocitos y en conjunto
constituyen el 108 de la capacidad de fijacién de 1a
vitamina B12 circulante no saturada. Esta vitamina unida
2 la trascobalamina IT casi instantaneamente es liberada
para higado, médula ésea y otros tejidos, por lo que no se
le encuentra normalmente asociada en el plasma
humano., El complejo vitamina Bi2 unida a la

trascobalamina I sigue circulando como un

almacenamiento de reserva; por lo tanto la

trascobalamina II puede considerarse primariamente
proteina de transporte y ia trascobalamina [ como
proteina de almacenamiento.

6 12 Absorcidn,

La ciano y 1a hidroxocobalarmina se absorven muy facil
cuando se administran intramuscular vy

subcutaneamente v cuando se suministran en ésta forma
a personas afectadas de anemia



perniciosa , 1a concentracidn sanguinea se eleva llegando
a un maximo en 4 6 5 horas y disminuye en el transcurso
de 72 horas . (6,9, 12)

Cuando falta el factor intrinseco , la absorcidn intestinal
es muy pobre requiriéndose dosis de por lo menos 100
veces mayores por via bucal que por la parenteral para
conseguir efectos eritropoyéticos similares . En éstos
erfermos la mayor parte de Ia vitarnina B 12 administrada
por via bucal aparece en las heces ( mas del 98 % ) ; si se
agrega factor intrinseco en forma de polvo de estémago
de cerdo, la absorcién aumenta apareciendo poca
cobalamina en heces , en forma semejante que en
condiciones normales y la misma ejerce su accion
eritropoyética a pocas ddsis.

Desgraciadamente éste Ultimo procedimiento al
administrar vitamina B12 no es conveniente pues da lugar
a efecto de refractariedad ; por 1a formacidén de
anticuerpos en la mucosa gastrointestinal contra el factor
intrinseco.

6.13. Distribucidn v destino .

Una vez absorbida la vitamina Bi2 pasa al plasma
sangineo en su mayor parte , de 80 a 85 B, combinada
con las globulinas gama , globulina o transcobalamina I y
sobre todo con 1a transcobalamina II o )3V globulina ,

almacendndose en diversos érganos vicerales, pero



especialmente en higado (de 60 a 90 ® ), lo que explica
ta actividad de los preparados hepaticos en la anemia
perniciosa ; tanto en el higado como en el epitelio
intestinal v demas organos , las cobalaminas ( ciano e
hidrdxocobatamina ), se transforman en las coenzimas
metilcobalamina y 5° desoxiadenosilcobalamina , pasando
a la médula dsea de la misma manera que la vitamina
Bz, donde son utilizadas para la eritropoyésis.

6.14. Excrecion .
La vitamina B12 se excreta principalmente por el rifién

en forma libre , ocurriendo su maxima eliminacion
dentro de la 72 horas . También se excreta en 1a bilis ¥ se
absorve nuevamente en el intestino ( circulacién
enterohepatica ). la vida rmmedia de la vitamina Biz es de

5 dias .



V11, Validacién de métodos analiticos,
Cuando se desarrollan nuevos métodos analiticos, es

" necesario conocer la confiabilidad de los resultados
obtenidos, ésto se lleva a cabo por medio de la vatidacién
de dichos métodos al determinar la especificidad,
exactitud, linearidad y precision.

7.1 Especificidad. Este tipo de prueba define el gradc en
que los resultados inferidos del método. se deben sdlo a

In substancia que se desea valorar y no a otras
substancias que pudieran estar presentes en el material
que se analiza, esto es, que pudiera haber interferencia
en los resultados por excipientes de la formulacién y /o
productos de degradacién, formados durante el
almacenamiento de! medicamento. En la préctica, se
dermuestra 12 especificidad al analizar: el placebo de la
formulacidon bajo las mismas condiciones, en que se
analiza la formulacién; los productos de degradacién del
principio activo y el principio actix}o, el placebo y la
formulacién que ayan estado sometidas a condiciones de
degradacién acelerada, con el .66]’ eto de obtener
cualquier producto de formacién por la interaccidn
farmaco-excipientes que pudiera ocurrir al enconfrarse
el medicamento en condiciones dé almacenamiento.

7.2. Exactitud. Se entiende por exactitud la concordancia
existente entre un valor detérminado
experimentalmente y su valor real, en Ia
practica para verificar lo anterior se



cuantifica experimentalmente el compuesto de interés
(en cantidades conocidas) adicionando al placebo de la
formulacién donde se encuentra e activo. Una forma de
evaluar la exactitud en funcién de los datos
experimentales es, efectuando inferencias estadisticas
respecto del valor real (cantidades adicionadas) mediante:
a. Prueba de hipdtesis: el procedimiento se basa en
verificar si los datos experimentales pertenecen a una
distribucidn tedrica cuyo parametro es el valor real. Una
estadistica de prueba que nos permite determinar lo
anterior a partir de los datos muestrales es el estadigrafo

LT qQue se expresa por:

t= Valor promedio de los datos - Valor real
Error experimental

7.3 Linearidad. La linearidad mide el grado en que 1a

respuesta del método se aproxima a una funcién lineal
del tipo Y=b+mX (donde b se aproxima a cero y m a uno)
al trabajar a diferentes concentracidénes.

En la practica se grafican los datos experimentales, de tal
manera que la cantidad recobrada esté en funcion de 12
cantidad adicionada para cbservar el grado en que los
resultados se comportan como una funcién lineai.



7.4. Precisidn. Se refiere a una medida de la
concordancia de un conjunto de valores
experimentales respecto a un valor central.

Para inferir la variabilidad a partir de los datos
muestrales, se determina por un estadistico de prueba
tamado Xi2 (ji-cuadrada), el cual se expresa por:

Xi2 = n-1)* gsZz

Donde:

n=nltmero de observaciones de muestras
independientes .

s2= varianza muestral

S2= varianza poblacional.



Vi1 MATERIAL Y METODO

MATERIAL EMPLEADO:;

Cromatégralo de liquidos de alta presién waters con los
siguientes maodulos :

- Bornba waters modelo 590.
- Detector waters lambda max modelo 481.
- Wisp ( automuestreador ) modelo 590.
- Integrador Hewlett Packard modelo NP 3392-A.
- Columna para CLAR micro Bondapak c 18 waters
-filtro millipore
-degasificador
- Matraces aforados de 10 ml., 50ml., 100ml. y .'25011'11.
de bajo contenido actinico . . L ke
- Pipetas volumétricasde 1,2 ,4,5,10 v 20mi .
- Matraz Kitazato de 100 ml.
- Bomba de vacio .

Reactivos:
- Metanol absoluto grado espectro .

- Agua destilada .

- Acido acético glacial grado reactivo .



METODO.

Para poder realizar estudios de estabilidad de un
inyectable conteniendo 1.2 mg/ml. de Acetato de
Hidrogocobalamina, se desarrolld una técnica analitica
por CLAR. La que se describe en el presente trabajo.

Para validar dicha técnica, se prepard un placebo
del inyectable al que se le adicionaron diferentes
cantidades conocidas de Acetato de Hidroxocobalamina
como materia prima y posteriormente se determiné su
concentracién por CLAR. utilizando como estandar de
referencia secundario la misma materia prima,
valorada espectrofotométricamente como se describe
en 1a FNEUM. (3) {como se describié en la monograiia
de Acetato de Hidroxocobalamina) cuya concentracién
se determind de 82.968 y como estandar interno se
utilizé Riboflavina base.

Determinandose de ésta manera la Linearidad,

Exactitud y Precisién de la técnica analitica
desarrollada.



Para determinar la linearidad del método desarrollado
se prepararon muestras de Acetato de
Hidroxocobalamina a diferentes concentracidones (40%,
éoz, 80%, 1008 y1208)desterminando 1a concentracidén
del activoe por CLAR,, los resultados obtenidos se
graficaron y se sometieron a un analisis estadistico
para poder concluir acerca de la linearidad det método
Las muestras fueron preparadas por duplicado y cada
una de ellas se inyectd también por duplicado al CLAR.
Para deterrminar la precision y la exactitud de 1a
técnica, se prepararon muestras de concentracion de
Acetato de Hidroxocobalamina de 0%, 100%,y 120%
con respecto a la cantidad de Acetato de
Hidrozocobalamina presente en el inyectable. Cada
una de 1as cuales se preparo por quintuplicado y se
hicieron inyeccidnes por duplicado de cada una de
ellas en el! croomatégrafo para determinar la
concentracion del activo presente; los resultados
obtenidos , fueron igualmente sometidos a analiisis
estadistico para demostrar la exactitud y la precision
de la técnica.
Finalmente, para demostrar que el método es
indicador de estabilidadss, se sometié el principio
activo, la formulacidén ¥ el placebo a 608C en solucidn
acida, durante un mes, despuss del cual ée corrieron
los cromatogramas respectivos sin detectar ningin

compuesto en concentraciénes apreciables,



indicandonos que el principio activo se degradé
totalmente y que los productos de degradacién no
absorben a la longitud de onda estudiada o que
dichos productos de degradacién se quedan retenidos
en 1a columna.

Los reactivos y soluciones se prepararon como se
indica a continuacién:

Solucidn de estindar interno: Pesar con exXactitud

aproxirnadamente 29 mg. de riboflavina base en un
matraz aforado de 250ml. de bajo contenido actinico;
disoiver con 200 ml de dcido acético 0.02N ¥ calentar

si es necesario, enfriar y aforar con el mismmo acido.

Solucién _estandar: Pesar con exactitud
aproximadamente 14 mg de Acetato de
Hidroxocobalamina (82.95% de pureza) en un matraz
aforado de 10 mil. de bajo contenido actinico, disolver
con agua v aforar (preparar dos estdndares de la

misma forma).

Solucion stock 1: Pesar con e¥actitud

aproXimadamente 23.3 mg de Acetato de
Hidroxocobalamina (82.95%) en un matraz aforado de
50 mi de bajo contenido actinico, disolver con agua
destilada y aforar.

Solucidn stock 2: Pesar con exactitud

aproximadamente 10.5 mg de Acetato de
Hidroxzocobalamina (82.85%) en un matraz aforado de

10 m1 de bajo contenido actinico, disolver con agua v



aforar.

Muestras de 40%: De 1a solucidn stock 1 tomar 2 mil
con pipeta volumétrica vy

transferirios
cuantitativamente a un matraz aforado de 100 mil de

bajo contenide actinico, adicionar con pipeta
volumétrica 10 mi de solucién estdndar interno; 2 mi

de placebo; 24 ml de metanol absoluto y aforar con
agua destilada.

Muestras de 60 _&: De 1z solucidn stock 1 tomar 3 mil
con pipeta volumeétrica y transferirios a un matraz
aforado de 100 ml de bajo contenido actinice,
adicionar con pipeta volumétrica 10 mt de solucidn

estandar interno; 24 mi de metanol v aforar con agua.

Muestras de 80%: De 13 solucidn stock i tomar £ ml con
pipeta volumétrica y transferirios cuantitativaments a
un matraz aforado de 100 ml de bajo contenido
actinico, adicionar con pipeia volumstrica 10 mi de
estdndar interno; 2mi de placebo; 24mi de metanoi
absoluto y aforar con agua destilada.

Muestras de 1008 (1.2 mg/mi): De la sotucién stock 1
tomar 5ml con pipeta velumétrica y transferirios

cuantitativarmente a un matraz aforadoe de 100 m! Gx

bajo contenido actinico; adicionar con pipziz
volumétrica 10 mil de solucién de estandar interno;

2mi de placebo; 24mi de metano! y aforar con agua.

Muestras de 120%: De la solucidn stock 2 tomar 3 mi.



con pipeta volumeétrica y transferirlos cuantitativamente
2 un matraz aforado de 100 mil. de bajo contenido actinico
; adicionar con pipeta volumétrica 10 mi. de la solucidén
esténdar interno ; 2mi. de placebo ; 24 ml . de metanol
absoluto y aforar con agua destilada .

Fase movil : Transferir 240 mi. de metanol absoluto a un
matraz aforado de 1000 mi. ; adicionar 2 ml.de éacido
acético glacial y aforar con agua destilada . Filtrar por
membrana miilipor de 0.2 mc. y degasificar por 15
minutos en ultrasonico antes de usar .

Condiciones del cromatografo :

Velocidad de flujo 1.7 ml /min.

Presién 1500 psi.

Detector de ultravioleta 351 nm.

Sensibilidad 0.05 UAET.

Condiciones del registrador ;

Velocidad de carta 0.4 cm/ min.

Atenuacién 4

Amplitud de pico 0.16

Umbral de integracién &

Atenuacién 3 al tiempo de 9 minutos .

Umbral de integracién 4 al tiempo 9 minutos .

Tipo de integracién #2 ai tiempo 1 minuto .

Tipo de integracién #-2 al demnpo 15 minutos .



CALCULOS,
Calcular el drea relativa de los picos de la siguiente
manera: Area relativa del pico de acetato de
hidroxocobalamina en el estandar externo (Ars):
Ars=B/C
Donde : B = Area del pico del acetato de
hidroxocobalamina en el estandar externo . ~
C= Area del pico de la riboflavina {estdndar interno).
Area relativa del pico del acetato de hidroxocobalamina
en la muestra (Arm).
Arm =D/E
Donde : D= Area del pico del acetato de
hidroxocobalamina en la muestra .
E= Area del pico de la riboflavina en la muestra
(estandar interno ).
Para calcular la cantidad en mg./ml. de acetato de
hidroxocobalamina recuperados por el andlisis de CLAR,
tenemos la siguiente ecuacién :

A(mg./mi)=_Arm * mg. As *Ps *FD
Ars ¥ 2

Donde : A= concentracidn de acetato de
hidroxzocobalamina recuperados en mg./ml.

As= Cantidad de acetato de hidroxocobalamina .



en el estdndar (enmg ).
Ps= Pureza del estandar de Acetato de
Hidroxocobalamina .
FD= Factor de dilucién (0.2) .



Para calcular la pendiente ordenada al origen v el
coeficiente de correlacién (r) se utilizan las siguientes

ecuaciones respectivamente:

m = (N*EXi¥i) - (EXi* EYi) )

(I * BXi?) - (EXi)?

b = (EYi* EXi2) - (EXi * EXiYi) ‘ (2)
(N * EXi2) - (EXi)2 oL

(3)

r= (N * EXiYi) - (EXi* EYi)
{ [N * EXi2) - (EXi)21* (N * EYi2) - ®Yi)2]}0-D

Las pruebas corrgspondientes a las pruebas de
hipétesis de 1a pendiente (m) ¥ 1a ordenada al origen

(b) son las siguientes :

ty, = o-B (4)

Sy 1EX2 10 EEi-02105

Sy/s = LEYD) 2-DEYi - m Exiyi] 0-5 5

N“}/Z



[N-2]

Férmulas para la prueba de hipdtesis de 1a pendiente :

ty = m-M Sx[N-1] 05 7
Sy/x

" Para probar la hipdtesis de que el método desarrollado
es exacto, es necesario aplicar la ecuacidn de t de
estudent. Como deseamos probar que los resultados
obtenidos estdn déntro del 100R& del activo recuperado
La hipétesis a probar que la media aritmética (%)
obtenida experimentalmente es igual a la media
aritmética poblacional (M) es igual al 1008.

t=XM (8)
s /[N105

Para Ho : X=M=100%

Para demostrar que el método es preciso, debemos

hacer uso de la ecuacion de Chi-cuadrada:

w2 = (N-1) 82/ 52 (9)



“Para métodos analiticos precisos, la desviacién
estandar aceptable es de 1.5 (varianza 2.25) por lo que
la hipdtesis a probar es Ho: §2-52-225.

Para las ecuacidnes anteriores, las variables son las

siguientes:

N = nimero de datos

EXi= Surmnatoria de la cantidad adicionada del principio
activo al placebo

EYi= Sumatoria de 1a cantidad recuperada (detectada
por CLAR).

B= Ordenada al origen tedrica (0)

M= Pendiente tedrica (1)

Sy /% = Error estandar de estimacién

Sx= Desviacidn estandar de las Xi

§V /% = Error tipico de estimacién modificado

s2 = Varianza muestral

S2 = Varianza poblacional.



IX. PARTE EXPERIMENTAL.
9.1 . Seleccidn de fase mdvil. Para encontrar 1a fase mdévil
adeacuada para separar el acetato de hidroxocobalamina

de los excipientes del inyectable, se realizaron diferentes

pruebas con disolventes utilizados en cromatografia de
liquidos de alta resolucion en fase reversa, encontrando
la proporcién de agua -metanol-acido acético de 76:24 'y
2ml. de acido acédtico por cada litro de fase mévil. Una
v oz encontrada ésta proporcidn , se realizé la validacién
de la técnica desarrollada ( linearidad, exactitud y
precisién de la misma ), al mismo tiempo que se
prepararon muestras con placebo, formulacitén vy
principio activo del inyectable, sometiéndolas a
condiciones de degradacién (602 C en medio acuoso acido
durante un mes ), para demostrar o no especificidad de
1a técnica para estudios de estabitlidad .

9.2, linearidad del método. Para. determinar la

linearidad del método dééargglla_do, se prepararon
muestras a diferentss concentraciones por duplicado
(40%, 60 %, 30%, 1008 v 120% ) v dos estdndares
externos de acetato de hidroxocobalamina como se indica
en la parte de métodos . El anilisis se desarrolld de 1a
siguiente manera-:

Se inyectd al cromatdgrafo de liquidos 20 mcl. de
estandar uno por duplicado . Posteriofmente se
inyectaron las dos muestras por duplicado de 40% ; una
muestra:p_c‘)r duplicado de 608 (dos inyecciones J; el

estandar uno por duplicado (dos inyecciones); la segunda



muestra por duplicado de 60%; las dos muestras por
duplicado de &0%; el estdndar dos por duplicado; dos
muestras por duplicado de 1008 y 120%, y, finalmente
los dos estandares por duplicado.

Exactitud v precision del método: Para determinar la
precision y exactitud de la técnica analitica desarroliada;
se prepararon cinco muestras de 80%. 1008, 1208 y d_bs
estandares de Acetato de Hidroxocobalamina, (preparadbs
segln se indicd en la parte de métodos). El orden del
analisis fu€ el siguiente: ‘
Se inyectd por duplicado al cromatégrafo de liquidos, 20
mcl de estandar uno y dos; posteriormente se inyectaron
las rmmuestras de 803, estandares, muestras de 100%,
estandares, 120% v finalrnente los estandares.

Los resultadeos v su andlisis estadistico, se muestraxi a
continuacion.



X. RESULTADOS.

J. continuacion se presentan los resultados obtenidos al
hacer recobros de 40%, 60%, 80%, 1008y 110%.

mg. adicionados

(Xi)
0.4695
0.4695
0.7042
0.7042
0.9390
0.9390
1.1737
1.1737
1.3065
1.3065

EXi% = 9.36513

mg. recuperados

(Yi)
0.4760
0.4823
0.7007
0.7028

0.9177 -

0.9472
1.1637
1.1631
1.3095
1.3152

EYi2=9.3350

% recuperados

101.38
102.73
99.50
93.80
97.73
100.87
94.15
99.10
10023
100.67

EYi= 9.1782



Aplicando la férmula 1 para calcular la pendiente del
método tenemos:

= (10*9.34954336) - (9. 1656 *Qg.1732) / (10 *
936512566) (9.1858) 2

m = 0.9907*

Para la ordenada al origen, aplicando la férmula 2
tenernos:

b =(9.1782 * 9.36512566) - (3.1858 * 9.34954336) /
(10*9.36512566) - (9.1858)>

b = 0.0077

Aplicando 1a formula 3 para el coeficiente de correlacién
tenemos:

r=(10*9.3495) - (9.18586* 9.1783)
[(93.6513) - (84.3789)1* [(9.1106)]

r= 0.999
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r=0.999
m=0.99072

b= 0.0077

i |

0.1 03 05 | 07 09 1Ll

mg. adicionados

Griafica 1. Linearidad del método analitico para Ta dc(P!‘n"r'_:Cwﬂ feds

acetato de hidroxocobalamina por CLAR.



Prueba de hipétesis para la ordenada al origen,

a. Ho: b=B=0 b.cC=0.05
Ha: b#B#0 t19¢ /2 =0.975
gl=28
C.

-2.31 2.31

d. Al aplicar las férmulas 4, 5y 6 tenemos:
Sy /5= {(&4.2394)-(0.0077) (9,1782)-(0.9907) (9. 341}

10
Sg/x= 27370 Sy = 2.7370%[(10/8)] Sy = 3.0601

e. ty= 0.0077 tp= 0.0025
3.06C11(9.3651/10)* (0.9272)]

Como / t.aicutlada / S menor que / tgpiag / RO S€

puede rechazar Ho por lo tanto la ordenada al origen

tiene un valor préximeoe a cero con una confianza del 5%



Prueba de hipdtesis para la pendiente (m).

a.Ho:m=M=1 b.oC=0.05
Ha: m=M=#1 t1-°°/2 = 0.975

d. ty= (0.99072-1) [(0.23045%) (O] &= -0.00277

3.060072

Como / teajculada/ ©S menor que /tigpiag /, NO se

puede rechazar Ho, por lo tanto 12 pendiente es igual o 1

con un 95% de confianza



Exactitud v precisién,

Acontinuacidén se presentan los resultados obtenidos al
efectuar recobros de cantidades conocidas de Acetato de
Hidroxocobalamina, correspondientes al 80%, 1008 vy
120& de la cantidad etiquetada como el 100% de Acetato
de Hidroxocobalamina en el inyectable..

mg. adicionados mg.recuperados Zrecuperado
1.3189 1.3196 100.06
1.3189 1.3272 100.63
1.3189 1.3178 g9.92
1.3189 . 1.3264 100.61
1.23189 1.3369 101.36
1.0991 1.0842 Q8.64
1.0991 1.1071 100.72 -
1.0691 1.1067 100.70
1.0991 1.1135 101.30
10991 1.0808 98:33
0.8793 0.3747 99.47
0.8793 0.6711 39.07
0.8793 0.8679 98.71
0.8793 06735 . 99.35

0.8793 0.8579 - 97.56



Exactitud:

Utitizando 1a ecuacién & deseamos probar 1a hipdtesis de
que el método desarroliado es exacto:

a.x=99.762
s=1.1046

tablas = 2-14

b.Ho: M=x=100
Ha: M#x+100

¢. Leatculada = 9976 - 100 tealculada=0-8345

( 1.1046 / /15 )

d.Como  /Yeaicutada / €5 MENOT que / Liappg o 1O SE

puede rechazar la hipétesis niile, por lo tanto el métado
&5 exacto con una confianza del 95 %



Precisién:
Haciendo uso de l1a ecuacién 9, deseamos probar que el
método es preciso con una confianza del 95%

a. N= 15 b. HosS2=s2=225
s2= 122014 Ha:s2#524225 "
S =225
Xiztabxaf 26.1 c. Grados de libertad =14
=005
4.Xi%=(15-1)* 122014 Xi2 = 75918

2.25

Como / Xizcalculada / esmenor que / Xiztablas /

noe se puede rechazar 1a hipdtesis nita (Ho) por lo que ¢l

meétodo es preciso con una confianza de 95%.



En las figuras 8, 9,10 y 11, se muestran Ilos

cromatogramas obtenidos para el blanco, estindar de

referencia externa, placebo .y formulacién

respectivamente.

Fﬂi‘l
T
Rt

ik

Figura No. 8
Blanco. cromatograma que muestra las sefiales producidas

por el disolvente utilizado para la solubilizacidn de la

muestra.
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Fig. 9. Estandar de referencia externa. Las seTiales se

identifican de la siguiente manera:

Tiempo de retencién: Compuesto:
329 Acetato de Hidroxocobalarnina
13568 Riboflavina (estéandar interno)
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Fig. 10. Placebo. Cromatograma obtenido al preparario
como se prepard la muestra.
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Fig. 11. Formulacién sin el estandar interno. al tiempo de

retencidn 3.22 se observa el Acetato de

Hidroxocobalamina (tr. 3.22)



Especificidad en estabilidad.

Para determinar que el método desarroliado por CLAR.
para valorar Acetato de Hidroxocobalamina es especifico,
se analizaron muestras de placebo, materia prima de
Ac.tato de Hidroxocobalamina ¥ formulacidn, sometidas a
condiciones de degradacién (en solucién acida durante un
mes v a 60 eC), los productos de degradacién no se
observaron a 351 nm._, por lo que no interfieren en la
determinacion, esto significa que el método desarrollado
es especifico e indicador de estabilidades. Los
cromatogramas que demuestran lo anterior, se muestran
en las siguientes figuras:

R

b
19'e2

16P70

Fig. 12. cromatograma del placebo, despuss de estar a 60
oC por un mes en solucién-acida:



STor

Fig. 13. Cromatograma de la materia prima de Acetato ds
Hidroxocobalamina degradada durante un mes en
solucion acida a 60 &C.
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Fig. 14. Cromatograma de la formulacion degradada

durante un mes 2 60 2C en solucion acida.



XI.CONCILUSIONES:

1.- Bl método descrito es original.
2.- Con el analisis estadistico se demostré que la
técnica desarrollada es precisa ¥ exacta.
3.- La respuesta del método por CLAR es lineal en el
intervalo de concentraciénes de 0.22 mg a
1.71 mg/m1l de Acetato de Hidroxocobalamina en el
inyectable
4.- La técnica analitica es espacifica e indicadora de
estabilidad.
5.- El método descrito por su rapidéz y sencillez, es
mas barato ciue el método microbioldgico
©.- Los objetivos y la hipétesis planteados, se
cumplieron satisfactoriarmmente
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