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I. INTODUCCION. 

Es frecuente encontrar preparaciones far,nacéuticas nue 
contienen algunas de las vitaminas hidrosolubles que deben ser-
valoradq.s individualmente, oªra ello el analista sL- enfrenta al-
problema de separar estas sustancias y cuantificar cada una de' -
bilas. La deterrninacián de estos principios activos es larga y - 
costosa pues se requiere la preparación de soluciones reactivo - 
específicas y el uso de equipo diferente prora cada vitamina, lo-
que representa muchas horas de trabajo. 

Existen machos métodos de análisis para estas vitarni:w.-ó 
nas, pero frecuentemente se presenta el problema de la existen-
cia de sustancias que interfieren en su valoracidn.Para elimi-
nar estos problemas la cromatografía ha desempeñado un papel --
muy importante en su separación. Ya se han desarrollado insto --
dos de análisis para la deterininaci5n de vitaminas en diferen--
tes formas farmacéuticas después de una separación cromatográ - 
fiaa con posterior valoración (1). 

En el presente trabajo se hace un:. análisis simultáneo 
de algunas vitaminas hidrosolubles cono son: ácido asc6rbico, --
riboflavina base, nicotinamida y clorhidrato de piridoxina en -
en una muestra co nún de tabletas :nastica'bles aplicando la téc -
niea de Cromatografía de Líquidos a Alta Presión, utilizando sul 
fato de sodio y dodecilo para formar un par-i6nico con las vita-
minas en una columna de fase inversa. 

También se realiza la validación del método analítico-
incluyendo su linearidad y el tratamiento estadístico de los re-
sultados encontrados para cada una de las vitaminas. 
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II. GENERALIDADES. 

1.— VITAMINAS HIDROSOLÜBLES. 

El número de preparaciones multivitamínicas cdisponi-
bles comercialmente sevha incrementado notablemente en los --
últimos años, por lo que se hace necesario contar con rnétodos-
de análisis rápidos y confiables, que determinen el contenido-
real de cada vitamina. 

Existen métodos biológicos , químicos y fisico-quí--
micos que se han empleado en la valoración de vitaminas hidro 
solubles; de estos métodos los 'químicos y físico-euimicos han-
reemplazado gradualmente a los métodos biológicos en el traba¥t 
jo de control de calidad(especialmente en la Industria Farma--
céutica ), debido a que son más rápidos y baratos y en gene--
ral sus límites de error son menores , sin embargo tienen poca 
especificidad y deben emplearse con cierta reserva (2) ya que-
puede existir la presencia de impurezas que interfierán nota-
blemente con la determinación ouímica ó físico-química de las-
vitaminas en los productos farmacéuticos. 

Ya se mencionó la poca especificidad de los métodos-
químicos de análisis que se debe a las sustancias interferen-
tes, en este caso se recurrirá a técnicas de separación como--
lo es la cromnatografía, que es el método más apropiado para es 
te fin por ser versátil, tanto en su aplicación como en su ma- 
nipulación , y que además se ha incorporado con gran t xito a - 
los procedimientos de determinación nuímica y físico-química - 
de una gran cantidad de compuestos. 

A continu¥+ci6n se hace una descripción general de 
los métodos nue se han escrito para el análisis de vitaminas -
h idrosolubles. 
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1.1.- Acido Ascdrbico, Vitamin. C. 

II 
H0 	

0 
HO—C 

I-IC . 

HO¥H 

CH2OH 

Vitamina C ácido (L(+) - ascórbico). 

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

- Valoración con 2,6 diclorofenol indofenol. 
Este método es muy utilizado . Se basa en que el co-

lorante 2,6 diclorofeñol indofenol en medio neutro y alcalino es 
azul y en medio ácido es rosa (3). El ácido ascórbico se oxida -
a ácido dehidroascórbico y la coloración producida por la reduc-
ción del 2,6 dicloroindofenol puede leerse en un espectrofotó--- 
metro. El método es especifico', .para ácido ascórbico puro. 

- Valoración con Yodo 0.1N'con cloramina 0.1 N. 
Las soluciones de yodo y cloramina 0.1N oxidan cuan-

titativamente al ácido ascórbico a ácido dehidroascórbico. La --. 
solución de clorarnina es más estable ya que en el método con yo-
do 0.1N el indicador utilizado retarda la reacción del ácido --
ascórbico(4), de tal manera que el análisis se ve afectado y el-
punto final es poco definido.Este método es específico para solu 
ciones de ácido ascórbico puro. 

- Valoración volumétrica de vitamina C mediante el - 
aislamiento de ésta por cromatografía en papel y valoración es-
pectrofotométrica con 2,6 diclorofenol indofenol (?,4). 

La vitamina C se separa de otras sustancias reducto-
ras mediante cromatografía en papel, con posterior cuantifica --
ción usando 2,6, dicloroindofenol. El método es utilizado en a--
limentos y productos farmacéuticos. 
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-Valoración fotométrica del ácido ascórbico, con 2 ni-
troanilina por el procedimiaiito de Mohr (5) . 

El ácido asc6rbico se convierte en la 2-nitrofenil - 
hidracida del ácido oxálico por tratamiento con 2-nitroanilina--
diazoada (5,6), en presencia de un exceso de la solución de hi-
droxido de sodio .Este compuesto forma una sal sádica de colora-
ci6n rojiza-violeta que absorbe a 540 nm. El método es adecuado 
en el análisis de frutas y productos farmacéuticos. 

-Valoraci6n fotométrica de vitamina C con 2,4, dinitro 
fenil hidracina. 

El ácido aecórbico reacciona con 2,4 dinitrofenil hi-
dracina para formar la 2,4-dinitró-fenil-hidrazona que se solubi 
liza en ácido sulfúrico y produce un color rojo que absorbe a --
520 run (6) . Da resultados satisfactorios en el caso de prepara-
ciones farmacéizt¥.eas . 

-Valoraci6n Polarográfica de ácido asc6rbico. 
En este tipo de análisis el pH es importante. Los lí-

mites de pH para este análisis está entre 3-6 porque a valores - 
mayores la vitamina C se oxida rápidamente y a pH ácidos la onda 
anódica presenta una curva poco aguda y por lo tanto no se puede 
determinar con exactitud (6). Este método es especifico para vi-
tamina C pura. 
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1.2.- Riboflavina, Vitamina B2 

0H20 Fi 
1 

HOCH 
1 

HOCH - 

¥;: 	HOH. 

H30 / 	 ¥0 

3 \ 

0 
Los métodos más usados se basan en la medida directa 

del color amarillo intrínseco de la riboflavina para su análi-
sis en preparaciones farmacéuticas; sin embargo esos métodos-
no son adecuados ya que se pueden encontrar presentes otras --
sustancias de color amarillo que falsean los resultados. 

Para el análisis de vitamina B2 pueden emplearse los 
siguientes métodos químicos y fisicoquímicos. 

- :Medida fluorornétrica de la fluorescencia amarillo-
verdosa característica de la riboflavina. 

La fluorescencia nue presenta la riboflavina depen 
de del pH de la solución y de su concentración. La presencia - 
de tiamina no interfiere con el análisis fluorométrico de la-
vitamina B2, sea cual sea la cantidad existente en la muestra-
(5,6), pero si lo hacen sus productos de degradación. 

- Medida fotométrica de la coloración amarilla de - 
la riboflavina. Este método puede aplicarse unicamente a con-
centrados de riboflavina y medicamentos que contengan esta vi 
tamina siempre que se encuentren exentos de sustancias colo ami, 
readas. Los resulta.2.os obtenidos frecuentemente son poco red-u , 
producibles y poco exactos, ya que existen productos farmacéu-
ticos sensibles, que contienen sustancias coinple.nentarias nue 
desarrollan cierta coloración. 



- Método de la Lumiflavina. 
Se basa en que la riboflavina, insoluble en cloro-

formo, se convierte a lumiflavina, soluble en cloroformo, por-
irradiación (6) en solución alcalina; esta reacción es especí 
fica de la riboflavina, ya que no interfieren otras flavinas- 
aunque la desventaja es que la irradiación a la cadena lateral 
de la ribosa que conduce a la formación de la lumiflavina no -
es cuantitativa por lo tanto el rendimiento depende de las --
condiciones de operación. 

- Método Polarográfico. 
Se emplea un electrodo de goteo de mercurio. La - 

solución de riboflavina debe estar a pH 7.5 que es donde pre-
senta una onda característica (6,7). 

- Método illicrobiológico. 
Los resultados de esta prueba pueden afectarse por 

la presencia de almidón , glucógeno, ácidos grasos libres y - 
ciertos compuestos proteínicos. En consecuencia estas sustan--
cias deben eliminarse antes de empezar el ensayo microbiológi-
co, mediante tratamientos adecuados (5,6). 
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1.3.- Piridoxina Clorhidrato, Vitamina B6  

C12  OH 

HO 	CH2OH 

H3C 

- La vitamina B6  se encuentra en tres formas: pirido-
xina, piridoxal y piridoxamina, los cuales difieren únicamente-
en los sustituyentes en la posición 4, puesto que se hallan re-.-. 
lacionados tan estrechamente que reaccionan en forma muy pare-
cida con los reactivos apropiados para su análisis fotométrico 
(4,5,); es decir producen colores muy similares , de tal modo-
que este método carece de exactitud para analizar vitamina B6. 

Los siguientes métodos químicos y fisieoquímicos pue-
den emplearse en el análisis de piridoxina. 

- Medida espectrofotométrica de piridoxina ó pirido--
xal (alicable unicamente a soluciones puras, nue no contengan-
sustancias que interfieran al ultravioleta (b). 

La absorción al ultravioleta depende del pH de la-
soluci6n. El método es bueno para el análisis sistein,tico en el 
control de soluciones inyectables de vitamina B6. 

- Medida foto'nétrica de la coloración que se produce-
con el cloruro férrico (reacción no específica, apropiada para-
analizar piridoxina pura). 

La molécula de piridoxina posee un grupo hidroxilo-
fen6lico nue origina una coloración parda característica al 
reaccionar con cloruro férrico. La aplicaci6n de este método -
limita a prepnraciones de vitamina B nue no cDntengan otras --
sustancias (.áicido nsc&rbico, fenoles, etc.,) (5,6) que pueden -
reaccionar con cloruro férrico. 
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- Medida volumétrica con ácido percidrico en medio 
no acuoso. 
Esta valoración se utiliza solamente para determi-

nar piridoxina en soluciones puras. 

- Medida fotométrica de la coloración azul que se de 
sarrolla con 2,6 dicloroquinona cloroimida (apropiado para el- 
ensayo de piridoxina en preparados mul.tiyitamníiücos (4). 

La adición de 2,6 dicloroquinona cloroimida a una-
soluci6n amortiguadora de piridoxina , que contenga isopropa-
nol, convierte a la vitanina en una solución colorante azul - 
de indofenol, esta reacción no es específica para la vitamina-
B6, sin embargo la especificidad puede incrementarse adicio-- 
nando ácido hdrico (5), que evita la coloración y que forma --
un complejo con los dos grupos -CH2011 adyacentes. Este nmétodo-
es poco estable,por lo que se debe medir dentro de un interva-
lo limitado de tiempo. 

- Medida fotoraétrica de la coloración producida por-
p-dietil amino anilina en presencia de un agente oxidante (se-
usa para mezclas rnultivitamínicas) . ($,7). 

La adición de ferricianuro potásico u otros agentes 
oxidantes a una solución que contiene piridoxina y p-dietil --
arninoe.nilina produce un derivado intloffendlieo de coloración -
azul intenso. El color producido se extrae con benceno y se lee 
a 605 nin. La desventaja es oue otros fenoles pueden reaccionar 
c-in este reactivo. 

- Medida fluoro'nétrica de la piridoxina, previa oxi-
da,ción de ácido 4- piriddxico. 

Este :nétor3o es sensible para la valoración de los 
tres factores vitamínicos 3,.. ;e basa c:-1 1.a oxidación de piri-
doxin,a. y r►ir i.,loxal a ácido 1-pirid6xico con permanganato de po 
talio (5). Tia lactona de ácido 4-piriddxico produce fluoresceñ 
cia, anulosa en soluciones alcalinas. La piricloxarnina se Con-'i 
vierte a piridoxina con 4cido nitroso, y en esta forma se oxi 
da a ácido 4-pir.id6xico. 	 - 



Cantidades enuiinoleculares de los factores antes 
.charonyces -- 
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- Separación de piridoxina, piridoxal y piridoxanina 
mediante cromatografía en capa fina. (5,6). 

Los tres factores pueden separarse fácilmente so-
bre placas de gel:. de sílice y analizarse individualmente. A --
causa de la gran fotosensibilidad de la vitamina 36, el croma-
tograma debe desarrolldrse al 'abrigo de la luz. La cromnatogra-
fía puede emplearse también para eliminar sustancias interfe-
rentes en los análisis fotométrioos o fluorométricos de la pi 
ridoxina (4,5). 

- Análisis ?1licrobiol6gico. 
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1.4.- Nicotinamida. 

0 
11 

Firidina-3-carboxa:nid:z . 

Los nétodos foto. tricos son ná.s empleados en el a-
nálisis de ácido nicotinico y su anida; ambos absorben al ul 
travio1..eta en una región inuy parecida, este análisis se uti . 
liza solo para soluciones acuosas muy puras. 

Los si guienues métodos químicos y fi; icoquímicos --
son aplicables en la, deterninación de ácido nicotínico y ni- -
cotina.mida. 

- Valoración espectrofoto,nétrica de nicotinanida. 
El em )leo del procedimiento es pectrofotomótrico - 

se 	restr. i,-i e a s l zciones aue contiene-  x ".a:. iv _lente ácido-
nicotínico y nicotinamida, que se encuentran exentos de otras 
sustancias que absorben al ultravioleta (5). 

- Valoración fotoinétrica para el análisis de nico- 

tinamida . Se trata de una reacción típica de piridina y --
sus derivados al reaccionaf4  con bromuro de ciandgeno. El ani-
llo niridínico se abre para formar una solución amarilla cu-
ya absorbancia se determina (4,5). 

- Valoración de nicotina_nida en preparaciones poli-
vitamínicas por el método del ácido barbitúrico. 
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El anillo piridínico de la nicotinamida se abre con-
bromuro de cianógeno en una solución que contiene fosfato mono 
potásico. La combinación de la solución resultante con el reas 
tivo del ácido barbitúrico produce una coloración violeta con 
un máximo de absorción a 550 nm (5,6). El ácido nicotínico - 
no interfiere con la nicotinamida . En consecuencia, el método 
es altamente selectivo y se a-)lica al análisis de nicotinamida 
en productos nue han sido almacenados durante al din tiempo. 

- Valoración "3olarográfica de nicotina-mida. 
La determinación polarográfica de la nicotinamida-

en preparaciones vitamínicas, después de la adición del elec-
trolito (Mercurio con hidróxido de tetrametilamonio al l() --
(5,6), se utiliza para analizar preparados que contengan uni-
camente nicotiria¥nida. 

-- Seraraci6n del ácido nicotínico y de la nicotinami 
da por cromatografía en capa fina. 

La cromatografía sobre placa de gel de sílice --
proporciona separaciones muy buenas de la vitamina y sus impu-
rezas, este mItodo puede emplearse para la detección cuanti 
tativa o cualitativa de la¥nicotinamida. 

- Valoración .1icrobiológica . 
El Lactobacillus arabionasus presenta crecimiento-

no sólo frente al ácido nicotínico y su amida. En cambio el --
crecimiento de Leuconostoc mesenteroides se estimula únicaanen= 
te por el ácido nicotínico, ¥'de!'tal. modo que si se realizan --
simultáneamente a:i.bos ensayos, puede calcularse por diferen-'-
cia la cantidad de nicotinainida.. 

Se han explicado brevemente los diferentes métodos-
oficiales para el análisis de vitaminas hid o o' iz;oles, con lo-
cual podemos darnos cuenta nue estos métodos ni largos y no - 
selectivos, pero muy útiles en el análisis oc íw teria prima o 
de preparados univiianinicos. 
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2.- Cromatografía de Líquidos a Alta Presión. 

La Cromatografía de Línuidos a Ata Presión (CLAP) - 
es una técnica nue nos permite separar, aislar e identificar - 
los componentes de una mezcla nuírnica.. La muestra se distribu-
ye entre dos fases, una móvil y la otra estacionaria, de tal - 
manera que cada uno de los componentes de la mezcla es reteni 
do selectivamente en la fase estacionaria. 

La separación se lleva a cabo en una columna tubular 
rellena de un sólido poroso finamente dividido, el cual puede-
actuar como fase estacionaria o como soporte de una fase esta 
cionaria líouida; la fase móvil fluye a través del relleno de- 
la columna, arrastrando los componentes de la mezcla oue son - 
reten dos selectivamente; el flujo de la fase móvil se mantie-
ne constante a través de todo el proceso y de esta manera se - 
logra oue cada componente sea eluido de la columna como un coro 
puesto puro, disuelto en la fase móvil. A esta técnica de le 
llama "Cromatografía de elución". 

En la siguiente figura se representa un cromatogra-
ma por elución, en donde se puede ver la distribución de los-
componentes de la muestra entre la fase móvil r la fase esta--
cionaria. 

PARA' OTROS CRO`'/IATOGRAFICOS 

Las 'dos áreas del cromatograma involucran la banda - 
de retención y 1:3 banda de amplitud nue son características de 
un sistema cromatogra. hico (3). 
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Para la aplicación de la (CLAP) es necesario la consi-
deración de los siguientes parámetros: 

- Coeficiente de partición (X). 
Este parámetro nos relaciona la concentración de - 

la muestra en las dos fases. 

K = conc. en la f¡se estacionaria jE 
conc. en la fase móvil 	(K)Ni 

Tanbién se puede expresar el coeficiente de parti--
ción o distribución rn cantidades molares de la muestra entre--
las dos fases: 

K'= cantidad en la fase estacionaria 1¥IE 
cantidad en la fase móvil 	WM 

- Tiempo de Retención (tR). 
s el tiempo nue se requiere para nue la m..J.estra. - 

pase a través de la columna. 

- Plato Teórico (N). 
La separación nue ocurre a lo largo de la longitud-

de la co.lu:nna crorn_a.togrz;fica puede ser en uiv4.I ante a la nue ocu-
rre durante la etapa de enuili brío en una sep,-.ración o _n una 
destilación. 

El número de platos te-ricos que se requiere para -
una separación se calcula de la siguiente manera: 

N= 16(tR )2 	 tIR = tie:'ipo de retención 
W 	 7 = anchura de]. pico - 

cromatográfico en la 
base. 

- Capacidad Factor (Cf) . 
Es una medida de La interacción de los conpon ates 

ce la muestra, el naterial de e;np,,nue y la co aibi:na.ción de di --
solventes 

Ci = V11 - 110 	 V. 	volume:z de retención 

V(11 

 

y. = voliunen .nuerto . 
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- Volumen de Retención (VR). 
Es una medida de la atracción de un co¥nnonente de - 

la muestra por la fase estacionaria. el V está dado por el vo-
lumen del disolvente, el cual pasa através de la columna desde-
el tiempo de inyección al tiempo donde la concentración máxima 
del componente emerge. También es conocido como volumen de elu-
ción . 

- .esolución (R). 
Es una medida de la separación de los componentes - 

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

R = V2 - Vl 
('¥72 + W1)/2 

donde V , V = volumen de - 
retención del componente 2 y compon'_ñte 1. 

ti'J2, ';Ji = mitad de -- 
los componentes 2,1. 

- Volumen muerto (Va ). 
Es el volumen de isolvente en el empaque de la co--

lumna. Ve, está dado por la cantidad de disolvente que se reauie 
re para eluir la muestra, el cual no interactua con el material- 
de empanue. 
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2.1.- Columnas y Fases Estacionarias. 

En todo sistema cromato-ráfico, la columna es el co-
raz6n del sistena (8,9), puesto que en ella se lleva a cabo la 
sep traci6n de los componentes de -una mezcla. La columna con-
siste básicamente de un tubo de acero inoxidable oue contiene 
un material de empanue apropiado, este- material puede ser peli 
cular y poroso: 	 - 

- :.íaterial pelicular. 
Es un adsorbente pelicular llamado también de cen 

tro s6lido. Consiste de partículas esféricas no porosas, recu- 
biertas con una capa :nuy pina de un adsorbente poroso, como --
gel de sílice o aluinina. 

- .¥aterial poroso. 
Casi sie:iipre es (gel de sílice o alumina) . Aquí -

el tatua lo de partícula es importante pornue es el ,a-rá¥ne-tro --
que regula el proceso de difusión de las moléculas de la mues-
tra hacia adentro y hacia afuera de los poros de la partí --
cula. Estos tipos de materiales tienen muchas cosas en comán;-
ambos se introducen fácilmente a la columna, son muy eficien4- ; 
tes y se pueden utilizar en cromnatografía líquida-sólida (CLS) 
o cromatografía línuida-línuida (CLL); asílnis•no se oueá.en unir 
nuímica:nente en su su?erficie a alguna fase líouiaa y crear un 
nuevo tipo de cromatovral'ía. Además, hay ,initeriales de relleno 
c.el tino pelicular y poroso para Cromatografía de Iatercabio -
16nico . 

A coilti-iva,ci6n se describen tipos de cro-n:-.tografía - 
líc'uida y el material de em.inoue util_iznndo, así corno los „ieca-
nis :ios de se naraci6n. 

: ay cuatro métodos o formas de realizar la croin<ito-- 
rafía lír-uida, cid una basada en diferentes mecanismos de se 

naración de los co!nponent-es de la -nuestra. .Rediante el inter-
cambio de las columnas con crnua^ue específico es )osile tra - 
bajar con los tipos de cro,nato,: rafía nue se describen a conti-
nujaci6n. 



- Crom.atogr:afía Lícuida-Líouida (CLL) o Partición. 
Se basa en la diferente solubilidad que presen--

ta una. :nol6cula de la nuestra en ln. fase ;nóvíl y en la fase-
estacionaria, para oue los comnuestos n s solubles en la fa-
se estacionaria sean selectiva.,nent,. retenidos por ella, y --
los menos solubles sean transportados inás r,5pid,a,,nente por la 
fase nóvil. 

La (OLL) se utiliza para conpuestos inocieradarnen 
te polares cuya ,nasa molecular sea inferior a 1500 (9),  ,;T` 

el tino de einpanue utilizado son derivados organosílicos de 
sílice nue se preparan haci_crido reaccionar el octadecil o el 
fenil silano (6,9), con -partículas de sílice para tener un -
e nnanue no )olar. 

:ecanisrno . 
La fase estacionaria esté. cubierta con un líouido 

l cual es capaz de retener selectivar.ionte las ,nolécul. s de-
la nn.!i stra en base a su solubilidad tanto en la fase estacio 
paria corno en la fase :návi 1. 	 - 

- Cro:natorraf 	Línuida-Sólida (CL) o Adsorción. 
En este tipo de croinatografía la naturaleza del 

grumo funcional es un factor primario ryue afecta la reten -
ción de la molécula del soluto en 1n columna, ya nuk: es un -
proceso competitivo, en el cual la polaridad de los grupos - 
funcionales del solato y los grupo d polares de la fase sn'vil 
compiten por los sitios activos , rígidn,nente fijos, sobre - 
la superficie del adsorbente; por lo cual la retención es u-
na función de la interacci'n entre la superficie polar del-
ac?sorente y la polaridad de las !noléculas del soluto en la- 
fase !n6vil. Los adsorbentes :nó.s utilizados son alu:nina y gel 
de sílice. 

ecenis.no . 
El mf canis;no de seop..rnción de la CLS se basa en-

la com_,etencia r,ue existe entre las :nolécul-, s de la muestra 
y lrns de la fase r.6vil o disolvente, por icur)ar los sitios --
etivoc de la s zperfic i.e de un sólido. 
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- Oro liatografía de Intercambio fónico. 
l,s un proceso de adsorción en el cu -.l hay un inter-

cambio r. versible de iones, nue ocurre entre la fase .n3vil y - 
la su erfici e csrg^da de un ión intercambiable .n un^ resina, - 
la cual consta de una matriz de polímeros nue es per2:eable s 
los solutos iánicos (9). 

Existen dos ti-nos de resinas utili_.: cas en cro:iato-
grafía de intercambio fónico: 

Las resinas coue atraen iones negativos se llanian --
resinas de intercambio c.nióni.co  y las oue atraen iones positi--
vos se llaman resinas de intercambio ca.tíonico. 

ecanismo. 
El mecanismo de sei^raci6n, por intercambio jónico 

se basa en la competencia entre la fase móvil y la .nu :_tra --
iónica, pos: los sitios activos de una resia.a i nterca:nbiadoro de 
iones (10). 

Ln la Fase ióvil se quede variar 1i-. fuerza fónica -
o el rH fiara oitener la elución d.e los co anonentes ele la mezcla 
-.n un t:i.emnno ra.zon.:lble. t,stn foro de cro n2.toyra.f.ía es •ánica y-
se puede a,',licar a. especies fónicas. 

- ^roinato -7ra:c la L•ír a¡da por rclusión . 
La fase estacionaria es rlLl _!ntca evite inerte, lo Cixs 

Lnvol_icr_az la di.tusi6n selectiv»» de las nol6c ;1 :s de solato den - 
tro • fuera ce la fase móvil. Li 'rapto de r,..tenci6n dende c_el 
ta.:na_ío del ^ gro de la f:a, e estacionaria (11) . 

loCaniívno . 
1_ .iieca:gis no de s asre.ción se e fecti5a de acucr¿do al 

t=n-na o de la 'nolécul.a. 
La columna se r llen-. de un _el, cuyos :.oros son de 

t^ m .:¥o si.iil ¥r al tans _o de las ;nol sci.ii s_zs de la .nuestra. Las mo 
lóculss _oeruelias penetran dichos ;!oros y nuFd n retenidos en -- 
tonto r'ue las grandes no los son. Los Z I::iites Ci],.tle Il^¥on les. :'de 
poros---molectulsres en nue.: se )uec:e tral_r: j± r ,, or cro::nato ralfía3. -
de exclusión v?ría desde 2000 hasta vi.rios ,sillones üe micras - 
(11). 
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2.2.- Elección de la. Pase óvil. 

Aunque la fase móvil no es parte instrumental pro'io-
mente dicha,el control de la presión, el flujo y la composición 
de la misma, son muy importantes, de ahí nue sea necesario nue-
la fase móvil tenga ciertas car .cterísticos (10,11) para. ser -
útiles a. la cromatografía lír,u:L dz, las cuales son: 

- Disolver la muestra 
- No degradar o disolver la fase estacionaria 
-.Tener baja viscosidad 
- Ser compatible con el tipo de detector utilizado. 

Es indispensable nue la. muestra sea soluble en la fa-
se nóvil para nue sea transportada a. travós de la columna, ya - 
nue la velocidad de migración de los componentes de una mezcla 
está controlada nor la interacción entre los acarreadores, el - 
soluto y la fase estacionl:ria. 

Considerando la existencia de los cuatro tipos de cro 
:nato. rafía , se tienen mecanismos de interacción entre la fase- 
móvil, la colu.1Tmna y el soluto; los cu,, les se describen a conti-
nuaeión. 

-Cromatografía Líquida-Línuida o de Partición. 
El soluto interactúa con la fase móvil. La fui, ra - 

del disolvente se incrementa con la afinidad del soluto, lo que 
significa nue aumenta la fuerza. de solvatación del disolvente-
por el soluto (11), si:nilar!-nente la retención se incrementa por 
la fuerza de solvatl-ición de la fase estacionaria. 

- Cro:7 ztogrnfía Sólido-Lí Huido o Adsorción. 
1,1 disolvente (fase móvil), compite con el soluto -

?por los sitios activos de la fase estaciori-ria., y,,,. nue la fuer-
za del disolvente se ve incrementada por la afinidad die este -
a los sitios activos del adsorbente (12). 

- Croniato rafia de Intercambio iónico. 
La fase móvil en este tipo de cro :lato rafía, son so-

luciones reguladoras y soles neutras; donde la retención del so 
luto es inverso cntc Y,roporcion,-1 a la corcentración iSnica '- 
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El papel de las soluciones reguladoras es el de mante-
ner el pH deseadp en la fase móvil (11,12). 

- Cromatografía de Exclusión. 
Los disolventes utilizados como fase móvil en la, --

cromatografía de exclusión , necesariamente Deben disolver a la-
muestra. 
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2.3.- Tipos de Detectores. 

El detector en cromatoo 4fia líquida, es un dis-nosi-
tivo nue mide en forma continua una propiedad físico-euinica-
de los componentes de la muestra y nue genero una sedal pro--
porcional. a la concentración de ella. 

Se han usado diferentes detectores cuyo funciona---
miento se base en diversas propiedades de la solución (3,9), 
pero la gran mayoría de ellos solo han tenido un uso limitado 
y esto ha impedido su adopción definitiva (13). 

Actualmente existen dos timaos de detectores de uso 
muy generalizado que se describen a continuación: 

- Detector de Luz Ultravioleta. 
Su funcionamiento se basa en la absorción de la - 

luz por parte de la muestra. La respuesta es selectiva ya que 
solo pueden ser detectados los componentes que absorben luz - 
de longitud de onda en cue opera el detector. 

Este detector es insensible a los cambios de flu-
jo y temeratura, siempre y cuando el disolvente no absorba - 
en grado apreciable. 

- letector de Indice de Refracción. 
Este detector mide la diferencia entre los indices 

de refracción del disLvente puro y de la solución de la mues;s -z 
tra que sale de la columna; de esta manera se detecta cualqui-
er cambio en la composición de la fase móvil. La respuesta de-
este es universal y su sensibilídt, d es moderada, generalmente-
del orden de microgramos o de partes por millón (12). 

Es lícito considerar que el detector ultravioleta-
es ia sensible y de uso ccfis generalizado en cromatografia de-
lfruidos, debido a ciue la mayoría de los compuestos especial - 
mente los de interés farmacéutico absorben intensanente en la-
región de ultravioleta. 
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2.4.- Funcionamiento del Crorn tografo de Línuidos a Alta Presión. 

Todos los sistemas del cromat6grafo de línuidos fun-
cionan de acuerdo al mismo principio básico, el cual consiste-
de rápidez y eficiencia en la separaci6n, así como alta resolu 
ción. 	 - 

El sistema típico de cromatografía de línuidos de al 
ta presi6n consiste de diferentes componentes, los cuales se - 
describen a continuación. 

muestra 
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- Inyector. 
Es usado para introducir la muestra dentro de la - 

columna. 
- Bombas. 

Es el llamado sistetti liberador de disolvente, ya 
que lo libera continua y uniformemente . El flujo pasa libre - 
mente constituyendo la' fase móvil. 

- Columnas. 
:s el corazón del sistema croinatográfieo, es aquí-

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

- Sistema de detección. 
Consiste de uno o más detectores diferentes, conec-

tados en serie. Cada detector manda la señal cuaititativamente-
cuando emergen de la columna loa componentes de la mezcla, la-
señal se representa como un cromatograma en un registrador. 

- Registrador. 
Su función es representar en un sistema gráfico la-

señal dada por el detector. Generalmente se utilizan registra - 
dores potenciométricos de 1 o 10 milivoltios. Otra característi 
ca deseable de los registradores es la respuesta rápida de la- 
pluma y el tener una velocidad variable en el el papel. 

Antes de cualquier procedimiento cromatográfico: la --
muestra tiene oue estar en forma linuida y libre de cualquier -
partícula sólida aue obstruya al sistema. La muestra es introdu 
cides por el inyector al sistema de disolventes y es bombeada- 
a través de la columna donde los componentes interactdan con - 
el disolvente y el material de e;nLanue, lo ou( tiene como con--
secuencia la separació¥-i. Cadí; co nnonente emerge de la coluÁnna-
y pasa a un detector, el cual manda una señal a un registrador. 
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III.- Fundamento del Tema. 

La Cromatografía de Líquidos a Alta Presidn nos ayu-
da a lograr una separación e identificación fácil y rápida de-
los diferentes componentes que están presentes en una mezcla- 
proporcionando así un método 	cillo y confiable en el aná-
lisis de mezclas analíticas. 

IV.- Planteamiento del Problema. 

Se requiere el desarrollo de un método de análisis - 
rápido y sencillo, aplicando la técnica de cromatografía líqui 
da en una mezcla multivitamínica (tabletas masticables); que - 
contiene ácido ascdrbico, riboflabitia base, nicotinamida y -- r 
clorhidrato de piridoxina, de tal manera nue haya una buena - 
separaci6n y reproducibilidad de estos coupuestos. 

V.- Objetivos. 

El presente trabajo tiene como objetivos: el desarro 
llo de un método analítico simultáneo para la determinación dé 
riboflavina base, nicotinamida, ácido asc6rbico y clorhidrato-
de piridoxina en una muestra común de tabletas masticables; - 
por Cromatografía de Línuidos a Alta Presión, así como reducir 
el tiempo y costo de análisis que representa cada una si se - 
hiciera por los métodos oficiales. 

VI.- Hipdtes.is. 

Dadas las estructuras diferentes que presentL,,n la ri 
boflavina base, nicotinanida, ácido ascdrbico y el clorhidrató 
de niridoxina, considero que mediante la aplicación de la téc-
nica de (CLAP) se puede hacer una deter;ninación simultánea de-
estas vitaminas en una muestra comiin; basándose en el princi - 
pio de la for;nacidn de par-i6nico en una columna de fase inver 
sa.  
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VII.- Parte Experimental. 

- F0R MACION. 
tabletas masticables. 

1.- Acetato de vitamina A .................. 10.00 mg 
2.- Vitamina D(calciferol) ................. 0.01 mg 

r 3.- Vitamina C (protegida) ................. 60.00 mg 

4.- Acetato de vitamina E (al 50¡) ......... 50.00 mg 
5.- Nicotinaanida ........................... 2(_Ot) mr 

6.- Mononitrato de tiamina ................. 2.00 mg 

7.-  Riboflavina 	............................ 2.00 mg 
o.- Clorhidrato 	de Piridoxina .............. 2.00 mg 
9.-  Cianoco'oala:nina 	........................ 0.60 mg 

10.-  Acido 	Eólico 	........................... 0.40 mg 
11.-  Excipiente 	c.b.p 	....................... 1 tableta. 

Nota ' recubierta con gelatina para proteger su esta-
bilidad. 
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- I1aterial y Eciuipo . 

Equipo. 

1.- Cromatografo de Lío- uidos a Alta Presión 
"Spectra Physics" modelo 3500 3. 

2.- Detector de longitud de onda variable 
"SpectrPhysics" modelo 7200 

3.- Integrador "Spectra Physics" modelo 4100 

4.- Columna ODS micro-bondapack C1 8  (3.9 x 30 cm) 
"Waters Assoc." ; Inc.; Milfor3, Mass. 

5.- Válvula loop de 10 microlitros 

6.- Parrilla de agitación. 

7.- h'Iatraces aforados de 50 ml. 

- Reactivos. 

1.- Dodecil sulfato de sodio R.A 

2.- Acido acético glacial R.A 

3•- IVietanol absoluto 	R.A 

4.- Patrones de referencia de: 

- Riboflavina (Boche). 
- Nicotinarnida(Roche). 
- Acido Ascdrbico (Roche). 
- Clorhidrato de Pir-Ldoxina (Roche) . 



- Método Analítico. 

Procedimiento: 

Solución Tipo.~ Preparar una solución tipo cue con-
tenga 900 mcg/ml de ácido ascórbico; 300 mcg/ml de nicotina - 
mida; 30 mcg/ml de clorhidrato de piridoxina y 30 mcg/mi de - 
riboflavina en agua destilada. 

Solución Problema.- Pesar exactamente una cantidad-
de polvo equivalente a 50 mg de ácido ascórbico, el cual con-
tiene (16.66 mg de nicotinainida, 1.66 mg de riboflavina y --
1.66 mg de clorhidrato de piridoxina; transferir a un matraz-
volumétrico de 50 ml y llevar a volumen con agua destilada, - 
agitar mecanicamente durante 30 minutos; filtrar a través de-
un embudo de filtración rápida con papel Whattman ;4 2. 

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

La solución tipo y la solución problema se inyec-
tan al cromatógrafo de linuidos con las siguientes condicio-
nes de operación: 

- Columna ODS micro-Bondapack C18 

- Pase móvil ..................... Dodecil sulfato-
de sodio 0.005MM en 1% de áci 
do acético glacial : Metanol 
ECosoluto. (60 : 40). 

- Velocidad de flujo ............ 2 ml/min 

- Velocidad de la carta ......... 0.5 cm/min 

- Detector ultravioleta ......... 270 nm 

- Atenuación .................... 0.02 AUFS 

- Celda de Referencia ........... -ire 

- Volumen de inyección .......... válvula loop de 10 Incl. 
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LOS CROMATOGIWIAS OBTENIDOS SE REPRESENTAN EN LA SIGUJEN- 

TE FIGURA. 
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LOS CRUMA!'OGIWIAS 013TENIDOS Su REPRESENTAN EN LA SIGUIEN- 

TE FIGURA: 
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- Principio de la formación de rar- iánico en Cromo-
tografía Líquida de fase inversa. 

La separación cromato-ráfica de estas vitaminas se -
lleva a cabo mediante la formación de un par-i6nico, que es una 
técnica en la separación de compuestos iónicos y que se co:!npor-
tan corno especies no-fónicas con características lipofílicas-. 

Los compuestos que forman par-iónico son reactivos - 
de cadena lar-.. con ión contrario a las especies involucradas-
en la separación y que se disuelven en la fase móvil de la cro 
matografía líquida. 

Estas sustancias , al formar la fase líouida estacio 
naria en la columna forman un complejo que está en equilibrio- 
con la muestra fónica. La especie resultante puede ser fácil--
mente cromatografieda por Cromatografía Líquida en fase inver-
sa. 

Este principio general de separación puede ser ilus-
trado con la siguiente ecuación: 

Q(+)  + X(-) Qg aq 	an 	-- -------_ 	org. 

n(+)  = Forma fónica de-
la vitamina 

X(-)  = Dodecil sulfato-
de sodio (ión- - 
contrario) . 

La ecución nos nuestra que los solutos solubles en -
agua se cornbin; n con la sustancia oue contiene el ión,►contrario 
y forman una. - molécula, no-polar. El pH de la muestra se ajusta-
para inducir la ionización y así facilitar su co,náinación con-
el ión-contrario (14). De esta in pera el pm -jónico formado se 
distribuye entre las dos fases (acuosa y orgánica). La veloci-
dad de distribución depende de la estructura del complejo y 
de la conce.lt ^ .c i3 i el ión en la fase móvil. 

La elecció:i de su; tc recias con ión contrario se hose -
en lo. cowirpc sición de 1,+ fp::e rn5vii y en lac pruebas cro:'atográ 
lic:., (1/1,15). 	 - 
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- Mecanis:no de sepa ración croinato,,r .fica. 

La separación cromatogrófica por formación de -
par-iónico dentro de la columna de fase reversa que se lle-
vo a cabo en la det¥.rmin;¥.r_Ld l d lis vitaminas hidro:-;oluxz--.¥ 
b7_e^ sigue el siguiente :lecanisnlo : 

HA(+ ) 	+ 	nHXo r 	 AHX C, 

muestra ioni- 	fase esta- 	 par-i5nico 
zeda 	cionaria 

+ 	H(+) aq . 



Mecanismo de retención del ácido ascdrbico: 

0 

3i 	CH2(CH2 )16-CH3--CH3 (CH2 )11-O-S-o (- ) 
0 

)i 	H2(CH2)16-CH3--CH3(CH2)11-0-¥-0(-) 

0 	 OH 	`I 

1

CH2 (CH2 )16-OH3--Cfi3 (CH2 )11-o-S-O (. ).. ¥i 	¥¥I 	0-H; 

CH2(CH2)16-CH3--CF3(CH2)11-0-¥-0 	O (-) 	¥I 

\\ 
CH2(CH2)16-CH3--CH3(CH2)11-o-S-O(-) 

II 
0 

FASE ESTACIONARIA 	ACIDO ASCORBICO 
	FASE 1.10 VIL 

En la molécula del ácido ascórbico, la tetona se protona debido 
al medio ácido existente dentro de la columna, la cual se va a unir 
al grupo sulfato para formar par-iónico que se retiene debilmente-
a la fase e:ta.cionaria.Además la polaridad que presenta la molécula 
y su afinidad por la fase móvil hace que séa eluida en primer lugar. 



S• 	Mecanismo de retención de la riboflavina: 

0 

S 	£H2(CH2)16-^H3--CH3(CH2)11-o- -o(-) 
0 

CH2(CF.2)16-CH3--CH3 CH2 11-0 - 1.0(-) 
1 

S' 	 OH 

CH2(CI12)16-0-1;3--CH3(CH2)ll_O 1o!..).(}, 	 CH3 	H IiJZIIiiIrI x 	 0 
CH3 

Si 
CH2(CH2 )l6-CH3--CI13(CH2 )11-0- -0 , 	HO" ..H2CHCHC¥HCH3 

H 	H OH 

-H 

0 

CH2(CH2)16-CH3--CH3(0H2)11-0-1 -0(-) 

FASE ESTACIONARIA 	0 	RIBOFLAVINA 	PASE MOVIL 

La riboflavina es retenida selectivamente por los sitios activos 
de la fase estacionaria; existen dos sitios activos de protonacidn en-
la molécula, pero la polaridad que presentan sus otros grupos funciona 
les la hacen a ,fin a la fase móvil que la eluye de la columna cromato-- 
gráfica. 



Mecanismo de retención de la nicotinamidat 

0 

H2(CI?2 )16-CH3--CH3(CHH2 )11-0-5-0(- 
0 
0 

C1I2 (CH2 )16-CH3--CH3 (CI'.2 )11-0-5-0(- 
0 

1 	 0 
CH2 (CH2 )16-CH3--CH3 (CH2 )? 1-0-S-0 (•-¥.... G + 

0 
;í 	 0 

CH2(CH2)16-CH3--CH3(CH2)11-0-5-0(-) 
0 
0 

H2(CH2)16-CI-13--CH3(CH2)11-o-S-O(-) 
0 

H 

H 

0 	 Ó - H 

FASEESTACION_\RIA 
	

NICOTI DIA,+IIDA 	FASE iMOVIL 

El nitrógeno Gel anillo pirid nico es protonado por el ,ned..io ácido 
existente y vi a formar par-i6nico con el anión del grupo sulfato.La re 
tenci6n es mayor üeloido a la fuerza de unión con la fase estacionaria,- 
el grupo funcional amida tiene afinidad por la fase móvil polar, lo que 
hace que pueda eluir de la columna cromatográfica 



Mecanismo de retenci6n del clorhidrato de ciridoxina: 

1 	CH2(CH2)16-CH3--CH3(CH2)11-0-S-o(-) 

Cl'' 
1 	 0 	 1 

	

\C2(CH2)16-CH3--CHUCE12)11-0- 5-0 )••••Q+) 	CH2OH 	'H 

	

HO 	0 

1 

cH3  

CH2(CH2 )16-CH3--CH3(0H2 )11-0-¥
II
S-0(-) 	CH120H 

0 
i 	 0 

CH2(CH2 )16-CH3--CIHi3(CH2 )11-0-S-0(- ) 
0 

H2(CH2 )16-CH3--CH3(CH2 )il-0-t'-0(- 

M 

ASE ESTACIONARIA 	PIRIrOXINA HC1 	FASE MOVIL 

Se observa que la molécula de clorhidrato de piridoxina es la que se-
retiene fuertemente a la fase estacionaria, y aunque contenga grupos fun-
cionales polares que la hacen afín a la fase m6vil,. se observa que hay ma-
impedimento estérico, lo que hace que eluya al final. 



Linearidad del Método. 

El objeto de obtener linearida.d en el método es en-
contrar la relación entre la cantidad adicionada de vitaminas 
y las cantidades encontradas de las mismas y demostrar oue --
los cambios de concentración -tienen un comportamiento lineal. 

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

Ac. asc6rbico Clor.de piridoxina Nicotinamida Riboflavina. 

mcg/ml mcg/ml mcg/ml mcc/ml 

700 10 100 10 

800 20 200 10 

900 30 300 30 

1000 40 400 40 

1100 50. 500 50 

1200 60 600 60 



a 

Tratamiento Estadístico de Correlación Ret rasi6n. 

Análisib de Acido ascórbico en la mezcla multivita-
minica. 

Concentración (mcg/ml) Area de los picos. 

XA 	: ,; 	¥2 	YA 	4 

700 490000 695.8 484137.64 

800 640000 800.0 640000.00 

900 810000 886.5 785882.25 

1000 1000000 976.0 952676.00 

1100 1210000 1100.0 1210000.00 

1200 1440000 1200.0 1440000.00 

7 ::950 
	

Sx = 187.03 

Q = 943.05 
	

Sy = 187.90 

m = 1.003 	 b = -9.8 

r = 0.9986 



120 

.; Í 

1101 

1001 

701 

ro 

Linearidad del método para- Acido Ascórbico 

mcg/ml adicionados 
700 
800 
900 

1000 
1100 
1200  

mcg/ml recuperados 
695. 9 
800. 0 
886. 5 
976.0 

1100.0 
1200.0 

mcg /ml 
adicionados. 

700 	600 	900 	1000 	1100 	1200 
mcg/rni 

recuperados. 
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Tratamiento Estadístico de Co rrelacidn fegresi6n. 

Análisis de Nicotinarnida en la mezcla multivita-
minica.. 

Concentracidii (rncg/ml) Area de los picos. 

	

2 	 2 XA 	X¥ 	YA 	YE 

100 10000 94.3 9860.49 

200 40000 196.6r 38651.56 

300 90000 292.6 85614.74 

400 160000 390.8 152724.64 

500 250000 465.0 216225.00 

600 360000 596.0 355216.00 

X = 350 
	

S = 170.8 

Y = 340.05 	 S. = 165.6 

m = 0.96''0 	 b = -1.36 

r = 0.9925 



500 

400 

300 

200 

100 
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Linearidad det 'método para Nicotinamida. 

mc g /mt adicionados 
100 
200 
300 
400 
500 
600 

mcg/mt 
99.3 

196,6 
292.6 
390.8 
465.0 
59 6. 0 

recuperados 

mc9 nl 
adicionados 

100 	200 	300 	400 	500 	600 	mcg /ml 
recuperados 
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Tratamiento Estadístico de Correlación ':egresi6n. 

Análisis de Riboflavino en la mezcla nultivitamí— 
nica. 

Concentración (mcg/ml) Area de los picos. 

x 	 Y2- 	 2 
Y 	

V 
 A  

10 100 9.64 92.93 

20 400 19.50 380.25 

30 900 27.60 761.76 

40 1600 35.00 1225.00 

50 2500 47.50 2256.25 

60 3600 60.70 3684.49 

x = 35 
	

SX  = 18.71 

: = 33.3 
	 Sy  = 18.64 

m = 0.9906 	 b = -1.35 

r = 0.9943 
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Linearidad del método para Riboflavina. 

mcg/ml adicionados 

10 
20 
30 
40 
50 
60 

mcg /rnt recuperados 

9.64 
19.5 
27.6 
35.0 
47,5 
60.7 

!■.il.71.!Rl 



7.1 

5.35 

3.25 

.9-73 
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Tratamiento Estadistica de Correlación Re..resión 

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

Concentración (ince/ml) Area de los picos. 

2 
XA 	Ç YA 	YE 

10 100 9.87 97.42 
20 400 20.00 400.00 
30 900 33.47 1220.24 
40 1600 42.16 1777.47 
50 2500 45.00 2025.00 
60 3600 55.20 3047.04 
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3! 

2C 

1C 

í 	

r 	0 ')073 

/ 

?(, 

Linearidad del metodo 
mcq/ml adicionados 

10 
20 
30 
40 
50 
60  

para Piridoxina. 
mcg/ml recuperados 

9.87 
20.00 
33.47 
42.16 
45.00 
55.20 

rn c c) , rr 
¿3clic onadoS 

1 
ECUj 

50j 

10 20 	30 	40 	50 	60 	mcc),/rnl 
recuperados 
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EVALUACION ESTADISTICA DEL METODO 

DETERMINACION DE RIBOFLAVINA BASE. 

MM. AGREGADOS 	hit. ENCONTRADOS 	% RECUPERADO 

1.0 0.987 98.7 

1.0 0.995 99.5 

1.0 0.999 99.9 
1.0 0.998 99.8 

1.0 0.995 99.5 

1.5 1.497 99.9 

1.5 1.501 100.1 
1.5 1.500 100.0 

1.5 1.497 99.8 

1.5 1.498 99.9 

1.5 1.504 100.3 

1.5 1.497 99.8 

1.5 1.508 100.5 

1.5 1.512 100.8 

1.5 1.505 100.3 

2.0 2.026: 101 .3 

2.0 2.006 100.3 

2.0 2.050 102.5 

2.0 1.996 99.8 

2.0 1.978 98.9 

X=100.08 	 LIMITES DE CONFIANZA 95 % 

S=0.814 	 100.08 ± 0.3809 



EVALUACION ES'1'ADISTICA DEL METODO 

DETERMINACION DE NICOTINAMIDA. 

Mg;•AGREGADOS 	Mg. ENCONTRADOS 
	

% RECUPERADO 

10 10.02 100.2 

10 10.03 100.3 

10 10.17 101.7 

10 10.15 101.5 

10 10.09 100.9 
15 15.30 1Q2.0 

15 15.28 101.9 
15 15.08 100.5 

15 15.14 101.9 
15 35.23 10.1.5 
15 15.29 101.9. 

15 15.33 102.2 

15 15108 100.5 
15 15.19 101.3 



A 

EVALUACION LSTADIsTI(A DLL METODO 

IETERMINACION DE ACIDO ASCORBICO. 

Mg. AGREGADOS 
	

MR. ENCONTRADOS 	 % RECUPERADO 

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

X=99.96 	 LIMITES DE CONFIANZA 95 

S=0.5907 	 99.96 4  0.2761 
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EVALUACION ESTADISTICA DEL NETODO 

DETERMINACION DE CLORHIDRATO DE PIRIDOXINA. 

Mg. AGREGADOS Mg. ENCONTRADOS % 	RECUPERADO 

1.0 0.993 9.9.3 
1.0 0.995 99.5 
1.0 0.998 99.8 
1.0 1.001 100.1 
1.0 0.993 99.3 
1.5 1.499 99.9 
1.5 1.496 99.7 
1.5 1.506 100.4 
1.5 1.493 99.5 
1.5 1.493 99.5 
1.5 1.497 99.8 
1.5 1.508 100.5 
1.5 1.497 99.8 
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VIII.- Discusión y Resultados. 

- La separación cromatográfica de estas vitaminas - 
hidrosolubles involucró la adición de pequeñas cantidades - 
de un ión-contrario a la fase móvil del sistema cro.natográfi-
co de fase reversa, dando corno resultado la formación de un - 
complejo lipofilico (par-fónico) cuando se inyecta al cromató 
grafo un compuesto fónico. De tal manera que para los co,npues 
tos fónicos que son pobremente retenidos en un sistema de fa- 
se'reversar ,convencional, al usar este tipo de reactivos se in 
crementa el tiempo de retención de los diferentes componentes 
de la mezcla. 

El uso de compuestos que contienen un ión contrario 
presenta grandes ventajas sobre los métodos de intercambio --
jónico nue existen para la separación de estas vitaminas (16) 
ya que frecuentemente las columnas se contaminan y tienen po-
ca duración. En cambio al usar estos reactivos en preparacio-
nes fa.rmacéuticas, involucran la dilución y filtración de la-
muestra con posterior inyección. 

- La hipótesis formulada está confirmada, puesto --
que el método cesarrollado es reproducible y exacto y además-
confiable porque la separación está bien defin_da. Asimismo - 
en poco tiempo se puede realizar la cui^ntificacidn de estas -
vitaminas . 

- Los resultados encontrados demuestran nue no es - 
necesario el pre-tratamiento de la muestra, sino nue simple-
mente se disuelve en agua, se filtra y se inyecta al croma.td-
grafo en las condiciones antes menoionidas. Lo nue implica --
que el tiempo de análisis es corto y muy bnrs:to; siempre y -
ctiando se cuente con el equipo neces.,-.rio en el ern))ieo de esta. 
técnica. 
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VENTAJAS DEL METODO 

1.- RAPIDEZ EN EL ANALISIS 

2.- ANALISIS SIMULTANEO DE 4 VITAMINAS EN UNA 

MUESTRA COMÚN 

3.-  LA MUESTRA NO REQUIERE PRE-'1'RAl'AMIENTO. 

4.- LA EVALUACION ESTADISTICA DEMUESTRA QUE ES UN NETODO EXACTO 

Y PRECISO. 
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C 0 N C L U S 1 0 N L S 

TIEMPO DE ANALISIS 

m 	E 	1 	0 	1) 	0 t. 	hrs. 
METODO PROPUESTO 

CLAP ) 	t. 	hrs. 

ACIDO ASCORBICO 	TITULACION 1 0.2 

RIBOPLAVINA BASE 	U.V 1 0.2 

PIRIDOXINA IICL 	U.V 3.5 0.2 

NICOTINAMIDA 	U.V 3.5 0.2 

T 	0 	T 	A 	L 9 	hrs. 0.80 

COSTO DE ANALISIS 

M 	E 	T 	0 	D 	0 

TRADICIONAL 

M 	E 	T 	0 	D 	0 

PROPUESTO 

COSTO 	( 	$ 	) COSTO 	( 	$ 	) 

ACIDO ASCORBICO 98.43 

RIBOFLAVINA B 615.24 

PIRIDOXINA UCL 407.00 

NICOTINAMIDA 159.21 

T 	0 	T 	A 	L 2,279.88 61.73 
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