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l. O OBJETIVO 

El objetivo principul de éste trabajo es la implementación de un 

métocio para la d~terminación simultánea de Vitaminas A, o y E por 

Cromatograiía de Lfquidos de Alta ~ficiencia, buscando las condiciones, 

reactivos y equipos más apropiados como una alternativrJ a las técnicas 

tradicionales para la determinación de éstai:; vi ta.minas. Tomando en 

cuenta que las ventajas que ofrece la Cromatografía de Líquidos de 

Alta Eficiencia (HPLC) son muchas_ en relación con las técnicas usadas 

actual1.m.mtc, tiC h:in propuesto además, los siguientes objetivos secun­

darios: 

1) REDUCCION DE COSTOS.- Con la implesnentación de w1a técnica por 

HPLC, se trata de reducir drásticamente el costo del análisis, 

ya que se disminuye el uso de reactivos y materia.;.. 

2) REDUCCION DEL TIEMPO DE l\NALISIS. - El manejo de las técnicas 

tradicionales para la determinación de las vitaminas antos señala­

das consumen un tiempo aproximado de 24 horas de un químico analis­

ta, mientras que las técnicas por HPLC, por el h'!cho de ser automa­

tizadas dan una considerable ventaja en c•1anto al ahorro de tiempo 

y se estima que se ocuparan solament3 & liaras en promedio para la 

cuantificación de ellas. 
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3) TECNICA MENOS COMPLEJA. - Actualmente para la cuantificaci6n de 

vitaminas liposolubles se requiere de un mayor estudio, prepara­

ción y experiencia que las que se proponen por HPLC, ya que en 

aquellas van diferentes etapas de extracción del principio ac­

tivo y reacciones con otros componentes que implica una mayor 

complejidad, mientras que el método por HPLC, elimina muchos 

pasos y es relativamente más f.lci 1 de manejar. 

4) MAYOR PRECISION Y SEGURIDAD. - Como en la técnica la intervenci6n 

del factor humano para la separación, cualificaci6n y cuantifica­

ción de los principios activos es mínima, ésta técnica ofrece -

una mayor reproducibilidad puesto que es más factible conservar 

las mismas condiciones de trabajo entre una y otra determinación. 

Ofrece también una mayor seguridad para el analista ya que el uso 

y manejo de disolventes y reactivos algunas veces de alta toxici­

dad se ve disminuido. 

S) TECNICA MAS ADAPTABLE.- Con los qrandes avances y el impulso 

que actualmente tiene el HPLC, y debido a que cada día se está 

investigando y dando un mayor interes e importancia, es de mucha 

utilidad contar con técnicas de acuerdo al avance y dinámica de 

la tecnología actual, con lo que el método ofrece una mayor adap­

tabilidad y renovación de acuerdo a las mejoras que se vayan lo­

grando (como son detectores más sensibles, columnas más eficientes 

y selectivas, etc. J • 
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2, O INTRODUCCION 

Para la adecuada nutrición de cualquier especie animal es necesa­

rio un conocimiento cuantitativo de los requerimientos nutricionalcs 

en las diferentes etapas de vid~1 y de sus funciones fislolóqicas, -

ésta clase de información es esencial para alcanzar una eficiencia 

Óptima y económica en el uso de los recursos nutricionales (1). 

Anteriormente la producción animal dependía principalmente de los 

forrajes disponibles. En estado fresco, estos forrajes pudieron sa­

tisfacer las necesidades de los animales en nutrientes básicos de ~ 

proteínas, grasas y carbohidratos, pero les faltaba, como hoy se -

sabe, una necesaria compensación de sales minerales, oliqoelementos 'i 

principalmente de vitaminas, debido a que, aunque en el pienso están 

presentes en cantidades suficientes, sufren considerables pérdidas -

durante su elaboración y almacenall\iento (2). Aún el proceso de ali­

mentos a escala industrial inevitablemente implica pérdidas en los -

ingredientes esenciales, especialmente de vitaminas y ésto puede -

alcanzar proporciones considerables. Pérdidas similares también ocu­

rren cuando tales alimentos se conservan en presencia de la luz, aire, 

humedad y trazas de metales pesados tales como plomo, mercurio, etc. 

Huchos alimentos para el tiempo en que son consumidos no conservan 

una composición óptima en lo que respecta al contenido de vitaminas 

(J). 

Las vitaminas son un grupo de substancias orgánicas esenciales, 

las cuales el cuerpo no puede sintetizar y que cumplen funciones cata­

líticas. su intervención facilita la formación y eliminación de las 

principales substancias alimenticias y dirige así el metabolismo. 



Si el organismo dispone de una o varias vitaminas en cantidad 

insuficiente o no dispone de ellas en lo absoluto, se ven interfe­

ridos algunos procesos del metabolismo, lo cual conduce a trastornos 

del rendimiento e inhibición del crecimiento. Adicionalmente, la -

carencia vitamínica origina trastornos en la reproducción y c.1wnenta 

la susceptibilidad a las enfermedades infecciosas y parasitarias. 

La lista de vitaminas necesarias varía con las especies. Los 

mamíferos difieren en su habilidad para sintetizar tales substancias 

orgánicas esenciales para sus necesidades metabólicas (4). 
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2.1 CARACTERISTICAS DE LAS VITAHU;1\S 

rropion,1 to de Vi tdm1nd A 

Peso Molecular: 342. 5 

Descripción: Aceite viscoso, de color amarillo, con 

olor sui géneris. 

Sol ubil idod: Insoluble en agua, soluble en aceites 

vegetales y animales, soluble en alcohol, 

éter, cloroformo, etc. 

Absorbar.cia máxima 
en forrr . ..t de alcohol 325-328 M. 

Reacciones: No se altera con los ácidos diluidos ni con 

los alcalis, inestable al calor y a la oxi-

dación. Se destruye por la acción de los 

rayos ultravioleta. 

Est.:'indarización; O.JSB mcg. de propionato de vitamina A 

corresponde a 1 unidad u.s.P. 
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COLECALCIFEROL (Vitamina o
3

) 

Fórmula Desarrollada: 

Formula Condensada; 

Peso Molecular: 

Descripción: 

Solubilidad: 

Absorbancia máxima 
como alcohol: 

Reacciones: 

Estandarización: 

384.65 

411) 
1C H~ 1 CH 

'CH~ 'c.H;i. 'cll; 

Cristales finos de color blanco. 

Insoluble en agua. Soluble en éter, 

cloroformo, alcohol, grasas, etc. 

265 nm. 

Estable al calor, a ácidos y alca lis 

inestable a la oxidación y a la luz. 

0.025 mc<J.de coÍecalciferol equivalen 

a 1 unidad U.S.P. 
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ACETATO DE DL-ALF'A TOCOFEROL 

Fórmula DcSarrol lada: 

/l_¡C 

/ll-C-D 
11 

F6r~la Conde;sa~a: 

Peso Molecular: 

Descripción 1 

Solubilidad: 

Absorbancia máxima en 
forma de alcohol: 

Reacciones: 

Estandarizaci6n: 

472.8 

Aceite viscoso de color amarillo 

p&lido, pr&cticamente inodoro, 

Insoluble en aqua, soluble en alcohol, 

aceites, cloroformo, éter, etc. 

292 nm. 

Estable a los &cides y a los agentes 

reductores, inestable a 1 calor, a los 

alca lis, a la oxidaci6n y a la luz. 

1119. de acetato dl-o< tocoferol equivale 

a l unidad u.s.P, (5) 
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2. 2 SINTOMAS DE DEFICIENCIA. 

PROPIONATO DE VITAMINA A 

La actividad de la vitamina A, esta asociada con la reproducción, 

la foratación de nuevas clilulas y con la visión normal (6), la vitamina 

interviene además en la formación y función de las células epiteliales 

de la piel, donde el principal efecto es la atrofia del tejido epite­

lial, la cual va seguida por proliferación de las clilulas basales con 

la consecuente quera.tinización de las nuevas células. Este cambio -

reduce la fuerza del epitelio para resistir la invasión bacteriana (4) 

Tambilin desempeña un papel importante en el proceso de la visión al 

participar en la fonnación de la púrpura visual (RODOPSINA) , que es el 

receptor para la visión con poca intensidad de luz. Por esta razón la 

deficiencia de vitamina A origina un trastorno en la re9eneraci6n de -

la púrpura visual que se manifiesta como ceguera nocturna. La defi­

ciencia cau~a además xeroftalmia y el crecimiento anonial y lento de 

los huesos, sequedad general de la piel y el pelo y la conjuntivitis. 

En general el cuadro patolóqico final se verá influenciado por laa 

especies, la duración de la deficiencia, la naturaleza de la dieta, 

el desarrollo bac.teriano, sexo, etc. (7) 
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VITAMINA D 

Mejora la absorción de calcio por la mucosa intestinal y estimula 

la incorporación de calcio y f6sforo en la matriz del hueso, por esta 

causa, una deficiencia de vitamina o, conduce a trastornos en la cal­

cificaci6n de la matriz del hueso, de forma que los hu~sos se vuelven 

blandos y se deforman al esfuerzo. Además la vitamina o, influye en 

la eliminación del fósforo por el riñón, mejorando marcadamente la -

absorción de fósforo en los tubulos renales, de aqu! que la carencia 

de vitamina tenga como consecuencia un clumcnto en la eliminación de 

f6sforo en la orina. 

VITAMINA E 

(Acetato d 1 Alfa Tocoferol) 

Tiene efecto como antioxidante, protegiendo en el organismo a la 

vitamina A de la desintegracilín oxidativa y mejora as! la administra­

ción de vitamina A al organismo. Además es un importante factor pro­

tector de la membrana de los eritrocitos porque aumenta su resisten­

cia contra los agentes hemolíticos. En las hembras, una deficiencia 

ocasiona la elimindción del feto, la implantaci6n del óvulo se lleva 

a cabo de una manera normal pero hay cambios en la placenta y el feto 

muere. En el macho hay una degeneración del epitelio germinal, la -

cual va seguida de una inactividad de los espermatozoides y posterior­

mente esterilidad e impotencia. 
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Purcce ser que el efecto primario en la deficiencia de vitamina E 

en virtualmente todos los animales es una degeneración muscular nutri­

cional (2). Una adrninistraci6n deficiente y crónica de esta vitamina 

se agrava si va acompafiada de un aporte insuficiente de proteína 

(aparición de anemias) o si a la vez se administran mayores cantidades 

de grasa que contengan 5cidos grasos insaturados. 
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2.3. CAUS.45 DE DEFICIENCI,\S VJTAMINICAS 

La deficiencia de vitaminas puede resultar por uno o varios 

de los siguientes factores: 

1) Deficiencias de vitaminas en el alimento.- Cantidades inade­

cuadas del alimento pueden ser la causa de deficiencia vita­

mínica, sin embargo los síntomas de enfermedad no se desarro­

llan hasta que el estado general de r.1alnutrición esta muy 

avanzado. 

2) Falta de absorción de vitaminas de los alimentos.- Esta es una 

~omplicación común de las enfermedades del tracto digestivo, 

por ejcmpl..:>: la diarrea puede evitar la absorción de componentes 

vitamínicos. El uso prolongado de aceite mineral puede interfe­

rir con la absorció~ de vitamina A (y de otras vitaminas liposo­

lubles) disolviendo el caroteno, el cual después es excretado 

en las heces. Como regla general, la falta en la absorción de 

grasas incluye la falta de absorción de vitaminas liposolubles. 

3) Incremento de las necesidades vitam!nicas.- En ani.Jllales pequeños 

y en las hembras durante el embarazo y lactación, las necesidades 

vitamínicas son al tas, El supleJnento vi tam!nico depende as! de 

dos factores: La cantidad absorbida y las necesidades del cuerpo. 
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B.'.ljo condiciones favorables de vidc.1 al aire libre y en clima 

sole.1do, la vit,1min..1 o, es formadd en la piel por irradiaciones 

del crgosterol por la luz ultravioleta del sol, pero en el invier-

no, esta vitamina tiene que ser obtenida del alimento (4). 

( 
'" 
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Actualmente los anünales criados para una alta productividad 

proporcionan considerable~cntc una rn.Jyor cantidad de subproductos 

por kilo9ramo de alimento consumida, esto incrementa sus requeri­

mientos vitamínicos y no se debe olvidar que grandes cantidades de 

éllas son transferidas del animal a los productos que produce. 

El incremento en la demanda vitamínica de éstos animales debe 

ser satisfecha por un suplemento vitamínico de éllas. t:n la ali­

mentación se ha encontrado a menudo que ta.les suplementos son in­

suficientes en la prácticaf sin embargo, cuando los requerimíentos 

se incrementan por arriba del nivel nor111al por circunstancias excep­

ciona les, especialmente por enfermedad, se debe de re~urrlr a una 

administración de las vitaminas faltantes. 

A pesar de su aparente carácter terapéutico, la vía parenteral 

de administración de vitaminas puede servir para claros prop6sitos 

nutricionales (8). Se conocen situaciones en la producción animal 

donde la vía parenteral es el único camino para administrar vitami­

nas a los animales, tal es el caso, por ejemplo: con el ganado va­

cuno y bovino que pastan al aire libre en condiciones semi-áridas 

donde el contenido de caroteno y alfa tocoferol de la pastura en 

la temporada de sequía es muy baja y los recursos naturales de su­

plemento, no permiten darle al animal lo que él necesita. La ali­

mentación suplementaria en ésas áreas es muy r~ro y la aplicación 

parenteral representa una forma fácil y simple de introchwir lMl 
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vitaminas faltantes. otra indicación absoluta para la administra­

ción parenteral de vitaminas li¡;osolubles es durante las enfermeda­

des que perjudican la hubilid.:td del animal para absorbar las vita­

minas del intestino (por ejemplo: inflmnación del intestino, infec­

ción parasitaria). 

Una terapia acertada de vitaminas por vía parenteral depende 

de la disponibilidad de preparaciones efectivas, mientras que la 

manufactura de preparaciones inyectables de vi ta.minas hidrosolu­

blcs, presentan relativamente peca dificultad, las vitaminas li­

posolubles han requerido de una mayor investi9aci6n. 

Existen soluciones puras de vitaminas A, D y E en aceite, que 

estan caracterizadas por una disponibilidad biolóqica relativamente 

pobre debido a la ?r.ala dispersión del aceite en los flu!dos tisula­

res, dando como resultado bajos niveles de vitamina A en el plasma 

y en el hígado. Si este tipo de productos estan todavía en uso es 

debido principalmente a la supuesta función como depósito extrahe­

pático. La idea fundamental es que la solución oleosa inyectada 

dentro del tejido libera lentamente un fluído constante de vitami­

nas dentro de la sangre, asequrando así, el contínuo suplemento de 

vitaminas por un la:go período. Se ha derncstrado experimentalmente1 

sin embargo, que las vitaminas contenidas en el depósito oleoso son 

rápidamente destruídas por oxidaci6n ah! mismo y no pueden contri­

buir as! al incremento deseado del suplemento vitamínico. 

La principal desventaja de la solución oleosa es su dispersión 

pobre en los fluídos corporales, lo cual fué resuelto agregando al 

aceite un agente emulsificante, el cual baja la tensión superficial 
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del agu.1, pcrmi tiendo ti sí un.:t distribución rápida de la solución 

vitmnínica oleosa dentro de la sangre. Como se espera, tales 

preparaciones muestran una excelente acción bioló9ica (8) y se 

muestra en la figura # 1. 

El producto en estudio corresponde al tipo de preparación con 

agente emulsificante; es un producto del mercado y esta formado 

por tres vitaminas: Propionato de vi tarnina 1\, 500 ,000 U/ml,; Cole­

calciferol 75,000 U/ml. ;· Acetato de dl-alfa Tocoferol 50 U/ml.1 

presenta un.1 apariencia de líquido !'lu!do, transparente, de color 

amarillo, con una densidad de 0,96045 g/ml.1 su uso es terapéutico. 

En caso de deficiencia vitamínica, su aplicación es por v!a intra­

muscular. La elevada concentración de este producto hace posible 

el suministro rápido de grandes cantidades de vitaminas en un re­

ducido na.mero de inyecciones, disminuyendo así, en poco tiempo la 

deficiencia y evitando que el animal se encuentre en tensi6n. 
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3. l. TECNICAS DE ANALISIS 

Para certificar que los productos contienen las cantidades es-

pecificadas de vitaminas, es necesario llevar a cabo un análisis 

cualitativo y cuantitativo de los principios activos, para lo cual 

existen diferentes métodos: Biológicos, Físicos y Químicos. 

Los primeros análisis de vitaminas fueron efectuados por méto-

dos biológicos (midiendo el crecimiento de una población, un 6rgano 

o de un tejido). Los efectos específicos de vitaminas en animales 

dieron evaluaciones cuantitativas. 

Los métodos biológicos son maS sensibles y son usados para las 

muestras de bajo contenido de vitaminas y donde se desea una corre-

laci6n directa entre el contenido de vi t3minas y la respuesta de -

crecimiento del animal. A pesar de su !negable ventaja de su mayor 

especificidad, los métodos biol6gicos, han sido cada vez menos usa-

dos, ya que ellos consumen más tiempo y son más caros y sus límites 

de error a 11enudo son grandes. 

Los métodos qu{micos son más r~pidos y reproducibles que los -

métodos biológicos, normalmente para el análisis de vitaminas se 

emplean métodos colorimétricos, espectrofotométricos y espectro-

fluorométricos. 

\ ; . Los ml!todos oficiales (U.S.P.) para la determinaci6n de la vita-

mina A, se dividen en: 

- Conversión de los ésteres de vitamina A en su alcohol por 

saponificación alcalina. 
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- Extracción del alcohol de la solución de saponificación. 

- Determinación del contenido de vitamina A, mediante absorción 

U.V. a 326 nm. 

Estos pasos pueden presentar el inconveniente de hidrólisis in­

completa, extracción insuficiente y a menudo se presenta una emulsión 

difícil de rorr.per. 

La vitamina O, junto con tricloruro de antimonio da un color 

amarillo-anaranjado, que no se manifiesta en presencia de anhídrido 

acético. Esta determinación siempre va precedida de una purificación 

cromatográfica en columna. 

La separaci6n entre las vitaminas A y D, es difícil de lograr de­

bido a la afinidad que ambas presentan hacia los mismos disolventes y 

aún cuando se usan columnas sucesivas no es posible de aislar una de 

la otra totalmente y aunado a esto con tricloruro de antimonio en -

cloroformo, da con el alcohol de vitamina A y sus ~steres una colora­

ción azul característica, que interfiere con la absorción que presenta 

la vitamina o. 

El proceso de análisis de la vitamina E, se subdivide en las 

siguientes etapas: 

- Extracción mediante liposolventes (6ter), qeneralmente con la 

saponificación del acetato de tocoferol presente. En la ma­

yoría de los casos la saponificación es alcalina, pero debe 

hacerse en atmósfera inerte. 

- Purificación del extracto, mediante cromatografía en columna. 
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- Determinación del contenido de alfa tocoferol por la reacción de 

Emmerie Engel, en donde los iones de hierro (III) son reducidos 

a iones de hierro (II) por el alfa tocoferol libre, éstos dan 

con el alfa-alf,1 dipiridilo un complejo color rojo, cuya concen­

tración puede determinarse por cspectrofotometría. La reacción 

no es muy espccíf ica, ya que muchas otras sustancias .pueden tam­

bién reducir los iones de hierro (III) dando la misma reacci6n. 

Se a aplicado la cromatografía de gases para el análisis cuan­

titativo de los tocoferoles, pero no es apropiado para el análisis 

de las vitaminas A y D, debido a la inestdbilidad de ésta a y a las 

altas temperaturas de la columna o columnas requeridas para su elu­

ción. 

Los m'todos de cromatograHa de l!quidos resultan más convenien­

tes para el an&lisis de vitaminas liposolubles debido a su alta pre­

cisi6n, a que no requieren temperaturas elevadas, s6lo se necesita 

un mínimo tratamiento de la muestra antes de la inyección y aún los 

componentes más polares pueden f4cilmente analizarse. 

La cromatograf!a de líquidos de alta eficiencia permite una de­

terminación simultanea de varias vitaminas, lo cual reduce drástica­

mente el tiempo de análisis, aumentando la disponibilidad del producto 

analizado (ya que el análisis rápido dentro de un proceso productivo 

permite la reducción del tiempo de almacenaJ11iento del producto) y la 

reducción en el uso de disolventes y reactivos, algunos de ellas tó­

xicos. (11) 

En años recientes, la versatilidad y utilidad de la cromatografía 

de líquidos de alta eficiencia ha aumentado por los siguientes motivos: 
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- La disponibilidad de nuevas y eficientes columnas de partículas 

pequeñas. 

- Desarrollo de detectores más sensibles y específicos. 

- La disponibilidad de controles de temperatura arriba de la tem­

peratura ambiente. 

La habilidad para llevar a cabo separaciones a escala preparativa 

en el mismo instrumento. 
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J ,2 CRO!ol.\TOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA EFICIENCIA 

Existen dos características principales de la separación cromato .. 

gráfica: La emigración diferencial de varios compuestos (solutos) en 

la muestra original y una dispersión a lo largo de la columna de las 

moléculas de cada soluto. La emigración diferencial en la cromatogra­

fía de líquidos se re!.iere a las distintas velocidades de diferentes 

compuestos a través de la columna. La emigraci6n diferencial es la 

base de la separación en crom.Jtograf!a, sin una diferencia en las ve­

locidades de emigración para dos compuestos, no es posible una sepa1«1-

ción. 

La emigración diferencial o el movimiento de los componentes indi­

viduales a través de la columna depende del equilibrio en la distribu­

ción de cada componente entre la fase estacionaria y la fase móvil. 

Así, la emigración diferencial está determinada por las variables ex­

pt?rimentales que afectan la distribución, la composición de la fase 

móvil, de la fase estacionaria y la temperatura de separación. 

La dispersión molecular depende de varios factores: 

- La dispersión de remolino o de mGltiples caminos. Proviene 

de las diferentes corrientes microscópicas que el disolvente 

sique entre diferentes partículas dentro de la columna, corno 

resultado, las moléculas de la muestra toman diferentes cruni­

nos a través del empaque, dependiendo del flujo que ellos si­

gan, así el líquido se mueve más rápidamente en las sendas 

anchas y más lentamente en las angostas y se vuelve progresi­

vamente mayor a medida que el disolvente fluye a través de la 

columna. 
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- Una segunda contribución a la dispersión de la banda es la 

transferencia en la fase móvil. Esto se refiere a los di­

ferentes tipos de flujos para varias partes de una misma 

corriente o senda entre las partículas a su alrededor. De 

esta forma el 1 íquido adyascente a una partícula se mueve 

más lentamente, mientras que el líquido que pasa por el centro 

de la corriente se mueve más rápidamente. 

- Con empaques de partículas porosas, la fase móvil dentro de 

los poros de las partículas puede estar estancada o sin mo­

vimiento, las moléculas que se difunden una corta distancia 

dentro del poro retornan a la fase móvil rápidamente y se 

mueven hacia abajo a una cierta distancia por la columna, por 

lo que hay un incremento en la difusión moleculc;r. 

- Si una molécula penetra muy profundamente dentro de la fase 

estacionaria,. conswne un largo tiempo dentro de la partícula 

y viaja una corta distancia por la columna. 

- Finalmente existe la dispersión longitudinal, en donde las 

moléculas tienden a difundirse en la dirección del flujo, 

esto causa una dispersión adicional de las moléculas de la 

muestra a lo largo de la columna, no es un efecto importante 

pero es significativo a flujos bajos de la fase móvil en co­

lumnas con partículas pequeñas. 

Eventualmente los diferentes compuestos que llegan al final de la 

columna son llevados hacia el detector donde sus concentraciones son 

medidas como una función del tiempo de separación. 
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Cada cromatograma puede ser identificado por cuatro variables 

importantes para describir la separación resultan te y son: 

1) Cada compuesto deja la columna en la forma de un pico o b..1nda 

en forma de campana. 

2) Cada banda emerge de la columna a un tiempo característico (tr) 

el cudl puede ser usado para identificar el compuesto. Este -

tiempo de retención tr, es medido desde el tiempo de la inyec­

ción de la muestra al tiempo en que el máximo de la banda deja 

la columna. 

3) La diferencia en tiempos de retención entre bandas adyascentes. 

Mientras más qrande sea esa diferencia más fácilmente se logra 

la separación de las dos bandas. 

4) Finalmente cada banda estS caracterizada por el ancho del pico 

(tw). La separación es mejor para bandas más an9ostas y para 

valores más pequeños de tw. (f'iqrua 1 2) 
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to 

1- tw -J 
tiempo 

Figura # 2.; Cromatograma Resultante, to marca la elución 

de cualquier compuesto no retenido. 
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TIPOS DE CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS 

Existen seis mecanismos de separación de acuerdo al tipo de fase 

· estacionariú usada: 

1) Líquido-liquido. 

2) Fases químicamente unidas. 

3) Líquido-sólido. 

4) Intercambio iónico. 

5) Pares de iones. 

6) Exclusión de acuerdo al tamaño de partícula. 

1) CROMATOGRAFIA LIQUIDO-LIQUIDO O DE PARTICION.- Las moléculas del 

soluto son distribuidas entre dos líquidos inmiscibles, Pe acuerdo 

a sus solubilidades relativas, un Hquido es la fase m6vil y el 

otro es la fase estacionaria que se encuentra unido por adsorci6n 

a un soporte finamente dividido que es usualmente inerte. 

Existe una gran area de contacto entre la fase estacionaria y la 

fase móvil para un rápido equilibrio en la distribución de los 

componentes de la muestra. La separación se da como resultado de 

la diferente distribución de los solutos entre las dos fases líqui­

das. 

La cromatografía líquido-líquido, generalmente separa en base al 

tipo y número de sustituyentes y por diferencias en pesos molecula­

res. 
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El inconveniente que? presenta esta técnica es la solubilidad de 

la fase estacior..Jria y el deterioro de la columna. 

2) !'ASES QUHIICAHENTE U!IIDAS.- Esta técnica cromatoqr&fica surgio 

como consecuencia de los problemas asociados con la cromatografía 

líquido-líquido. Debido a que su fase estacionaria está químicil­

mentc unida a la superficie de un soporte, no puede ser fScilmcnte 

removida o producir deterioro alguno en la colwnna. Separa en 

base al número y tipo de qrupos funcionales. 

El r.\c::anismo de separaci6n de ésta técnica no ha sido completamen­

te elucidado; es un mecanismo complejo, cuyas ca.racter!sitcas son 

similares a las de la cromatografía lÍquido-sólido. 

La cromatografía líquido-líquido 'i la de fases qu!micai:1ente unidas, 

poseen una qrar. versatilidad debido a la amplia variedad de U:qui­

dos que pueden ser seleccionados para la fase estacionaria. 

Pueden ser aplicados para diferentes tipos de muestras tanto pola­

res como no polares (Fase inversa y fase directa), no presentan -

problemas de degradación témica que frecuentemente ocurre en la 

cromatcgrafÍ.J. de qases en la separación de compuestos pol ifunciona­

les. Los efectos de isomer ización, hidrólisis, etc., que ocurren 

en la cromatografía líquido-sólido, no se encuentran aqu!. 

3) CROHATOGRAFIA LIQUIDO-SOLIDO O DE ADSORCION. - Es mas Útil para 

muestras solubles en cotnpuestolj, orqánicos. Los compuestos multi­

funcionales muy polares a menudo requieren un ajuste cuidadoso de 

las condiciones cromatográficas para evitar bandas no bien definidas. 
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·Las muestras muy polares o iónicas no tienen buena separación. 

Las muestras muy poco solubles en agua y la mezcla de compuestos 

en los que solo difiere el número de grupos funcionales, son a 

menudo mejor separadas por éste tipo de cromatografía. Soporta 

altas concentraciones de muestra y presenta qran estabilidad en 

pH extremos, por esto la cromatografía l!quido-sólido, es utili-

zada para separaciones preparativas. 

La base de selectividad de ésta cromatografía puede ser entendidfl 

en términos del proceso de adsorción. El mecanismo de separación 

se basa en la competencia que existe entre las moléculas de la -

muestra y las de la fase móvil o disolvente por ocupar los sitios 

activos en la superficie de un sólido, algunos de los sólidos uti-

!izados con más frecuencia son: alúmina y gel de sílice. 

4) INTERCJ\llBIO i:ONICO, - Es llevada a cabo con empaques que poseen 

grupos funcionales con carga electrónica. El mecanismo de reten-

ción es un mecanismo simple de intercambio de los iones de la 

muestra 11 x 11 y les iones de una muestra "y 11 con los grupos cargados 

"r" de la fase estacior.aria. 

X 
+ -r X 

- + r X 

intercambio aniónico 

iptercambio catiónico 
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Los iones de la muestra que interactuan debilmente con el inter­

cambia.dar iónico (en presencia de iones de la faso m6vil en com­

petencia) ser.in debilmente retenidos en la columna y reqistrados 

muy pronto en el cromato9rama. Los iones de la muestra que in ... 

teractuan fuertemente con el intercdlnbiador iónico seran reteni­

dos más fuertemente y se reqistran tlespulís. 

Aunque la cromatografía de intercambio iónico, a veces es aplica­

da para la separación de compuestos iónicos (sales), es m&s co­

munmente usada para la separación de ácidos orqánicos HA y bases B, 

que pueden existir como iones bajo condiciones de pH apropiada•. 

5) PARES DE IONES. - Este tipo de cromatografía puede ser usado tanto 

en fase directa como fase inver•a, siendo lista Gltiu la ús popu­

lar, aunque el proceso bhico es similar para ambas t•cnicu. 

La fase estacionaria en la fase inversa puede ser un empaque de 

s!lica silanizado usualmente usado en la cromat09rafía de fases 

químicamente unidas o un e11paque aiJlilar a los uaadoa en la c.roaia­

tografía líquido-líquido, inaiscible en agua COlllO l-pentanol. 

La fase móvil consiste de una mezcla de amortiguadores acuosos 

con un di sol vente orgánico miscible en agua y un contraión org&­

nico de carga opuesta a la de la muestra. El pH de la fase m6vil 

es ajustado para maximizar la ionización del soluto. 

La muestra iónica x -n más el contraión q +n se combinan para !ermar 

el H5n-par (x-nq+n) el cual presenta afinidad por la columna que 

es retenida por ella. 
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+ + - + qaq (X q ) , _...X-+ 
aq •--- qorg. 

La retención esta controlada por: 

- La temperatura 

- Tipo, tamaña y concentración del cantrai.Sn 

- Tipo y composición del modificador org&nico 

- Fuerza i6nica y pll de la fase acuosa. 

6) EXCLUSION DE ACUERDO 1IL TAMAllO DE PARTICULA.- se usa para se-

parar componentes de alto peso molecular (arriba de 2000) parti-

cularmente aquellas no iónicos, Separa mol&culas de acuerdo a 

su taznaño efectivo en solución, la raz.Sn para la retención re-

lativa de diferentes moléculas de muestra por medio de un empa-

que de partículas porosas es que, si algunas 11\0ll!cula• de la -

muestra son demasiado grandes para entrar en loe poros, estas 

son totalmente excluidas de la part!cula, .S.tu gnndea molfcu-

las de muestra 1e 1111even directamente a travée de la col\lllllA y 

aparecen pri111ero en el cromatograma. Las 1110ll!culas que •on de-

1Msiada pequeñas y que pueden penetrar a travlis de los poros del 

empaque, son retenidas y se mueven a través de la columna más -

lentamente, estos solutos aparecen a lo último en el cromatoqrama. 

Los solutos de tamaño intermedio son estericamente menos capaces 

de aproximarse a las paredes de los poros y en promedio consumen 

menas tiempo en éstos. Los solutos se mueven a travb de la co-

lumna a velocidades dependientes de su tamaño relativo, (12, 13). 

32 



CAPITULO IV 

METO DO EXPERIMENTAL 



4.0 METODO EXPERIMENTAL 

4.1 MATERIAL Y EQUIPO 

1) Balanza Analítica Mettler 

2) Equipo Millipore de Filtración 

3) Material de uso común en el labOratorio 

4) Cromntógrafo de Líquidos de Alta Eficiencia Hewllet 

Packard, Mod. 10810, con control de flujo, Lámpara 

U. V. de onda fija (254 nm) integrador Mod. 3390A 

5) Equipo de Ultrasonido Branosonic 32 

6) Columnas Lichrosorb RP-18 Hewllet Packard, de acero 

inoxidable 20 cm x 4. 6 mm D. I. , tamaño de partícula 

de 10 milimicras. 

4 . 2 REACTIVOS 

1) Metanol llPLC 

2) Dicloro metano llPLC 

3) Reactivos de uso comGn en el laboratorio (ejem. alcohol, 

isooctano, etc. l 

4) Patrones de referencia de u.s.P., Propionato de vitamina A, 

Colecalciferol (crist.), Acetato dl-alfa tocoferol. 

5) Muestra problema (concentrado de vitaminas A, D y E, para 

consumo animal) 
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4, 3 CONDICIONES DE OPERAClON 

Cero: 

Atenuación: 

Ve loe idad de carta: 

Ancho del pico: 

Umbral: 

Flujo: 

Presión: 

Temperatura: 

Fase móvil: 

Volumen de muestra: 

Longitud de onda: 

10 

9 

0.2 cm/min, 

1.0 

2.0 

o.e ml/snin. 

80 BAR 

2s•c. 

Metanol HPLC 

20 Microlitros 

254 JUll, 

4,4 PREPARACION DE PATRONES DE REFERENCIA 

4, 4. l. PREPARAClON DE PROPIONA'ro DE VITAMINA A 

Pesar con exactitud el equivalente en gramos a 680,000 

unidüdes de Propionato de vitamina A, en un matraz vo­

lumétrico de bajo actinio de 25 111. Disolver y aforar 

con Diclorometano. Esta solución contiene 27 ,200 u/111. 

Almacenar a s•c., tiempo de caducidad: 2 d!as. 
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4. 4. 2. COLECALCI FE ROL 

Pesar con exactitud el equivalente en gramos a 103 ,000 

unidades de Colecalciferol, en un matraz volumétrico 

de bajo actinio de 25 ml., di sol ver y aforar con Diclo­

rometano. Esta solución contiene 4120 u/ml. Almacenar 

a SºC., tiempo de caducidad: 2 días. 

4.4.3. ACETATO DE dl-ALFA TOCOFEROL 

Pesar con exactitud el equivalente en gramos a 68.0 uni­

dades de Acetato de dl-alfa Tocoferol, en un matraz vo-

1-trico de bajo actinio de 25 ml., disolver y aforar 

con Diclorometano. Esta aoluci6n contiene 2. 72 u/ml. 

Almacenar a 5°C., tiempo de caducidad: 2 d!as. 

4.4.4. MEZCLA DE PATRONES DE REFERENCIA 

Pesar con exactitud el equivalente en c¡ramos a 680,000 

unidades de Propionato de vitamina A, 103 ,000 unidadH 

de Colecalciferol y 68.0 unidades de Acetato de dl-alfa 

Tocoferol, en un matraz volwnétrico de bajo actinio de 

25 ml., disolver y aforar con Diclorometano. Almacenar 

~ s•c .. tiempo de caducidad: 2 d!as. 

4. 4. 5, PREPARACION DE LA MUESTRA 

Pesar con exactitud 1.3209 9. del concentrado de vitaminas 

A, D y E, el cual contiene tec5ricamente 687 ,646 unidades 

de Proplonato de vitamina A, 103,146,96 unidades de Cole­

calciferol y 68. 76 unidades de Acetato de dl-alfa Tocoferol, 
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en un m,1traz volumétrico de bajo actinio de 25 ml., di­

solver y aforar con Diclorometano. Almacenar a SºC., 

cada mililitro de ésta solución contiene 27,505.86 uni-

···· .!Jades de Propionato de vitamina A, 4 ,125.88 unidades de 

Colecalciferol y 2. 75 unidades de Acetato de dl-alfa To­

coferol. 

4. 4. 6. MUES TRI\ EN BLANCO 

Pesar con exactitud 1.3209 q. de la muestra en blanco en 

estudio, en un matraz volumétrico de bajo actinio de 25 

ml., disolver y aforar con Diclorometano. Almacenar a 

5•c. 

4.5 PROCEDIMIENTO 

Ya encendido ~l cromatóqrafo, se procede a equilibrar el lis­

tema con 100 rnl. de fase móvil desqasificada, posteriormente 

se inyectan 20 fil. de muestra en el siquiente orden; 

l) Diclorometano 

2) Diclorometan9 

3) Acetato dl-alfa tocoferol 

4) Colecalciferol 

5) Propionato de vitamina A 

6) Muestra problema de vitaminas A, O y E 

7) Mezcla de patrones de referencia 

B) Muestra en blanco 

Se corre cada cromatoqrama por espacio de 40 min. 
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REPRODUCIBILIDAD 

Para conocer la reproducibilidad del método, se realizaron 

10 cromatogramas, tanto de la muestra problema de vitaminas, 

como de la mezcla de patrones de referencia, se tomó como 

límite Dáximo un S\ de variación con respecto al promedio 

de las áreas. (16) 

CUANTIFICACION 

La cuantificación se hará en base a la concentración y &reas 

de la muestra problema y patrón de referencia. 

VITAMINAS 
A (C) (E) 

a F u/g 

B (O) 

F (G) H u/ml, 

En donde: 

A = Area de la vitamina en la muestra 

B 11: Area de la vitamina patrón de referencia 

e Peso del patrón correspondiente 

D a:: Peso de la muestra 

E = Potencia de patrón de referencia 

G = Densidad de la muestra problema = D • 96045 
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LINEALIDAD 

Se verificti.r5 inyect~1ndo S. diluciones de lcr muestra que se 

observan en la Tabla I. (16) 

TABLA I 

CONCENTRACIONES DE LA MUESTRA PARA OBTENER LA LINEALIDAD 

PESO MUE3TRl· c0:1cENTRACIONES CONCENTRACIONES CONCENTRACIONES 
EN GRA.'!% EN UNIOADt:S DE EN Ull!DADES DE &N UNIDADES DE 

PROPIONATO DE COLECALCIFEROL ACETATO dl-ALFA 
VITAMIN,\ A TOCOFEROL 

1) 0.9209 479,410.690 71,911.603 47. 941 

2) 1.1209 583' 528. 550 87 ,529.280 se. 353 

3) l. 3209 687' 646. 400 103,146.960 68.765 

4) l. 5209 791, 764. 250 118' 764. 630 79.176 

5) l. 7209 895,882.100 134,382.310 89.582 



CAPITULO V 

RESULTADOS Y DISCUSION 
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RESULTADOS Y DISCUSION 

Howard y Hadden (Tabla 2, Fiq. 3) , utilizan para la cuanti fi­

cación de éste tipo de vitaminas las columnas de fase inversa RP 18 

y como fase móvil una mezcla de metanol: agua (95:5) (Figs. 3 y 4). 

Se hicieron pruebas variando la ~elación de .etanol: aqua, en­

contr~,ndose que la concentración de aqua en la fase móvil es direc­

tamente proporcional a la resolución ~· al tieapo de retención (tr), 

por lo que se prefirió disminuir la resolución e i.apr.i.mir a la téc­

nica velocic!ad y menor costo sin afectar la exactitud y rcproduci­

bilidad. 

La resolución se disminuyó, tomando en cuenta el pico de la 

vitamina O, que es el liin.itante, hasta un valor cercano a O .. S que 

es el valor mínimo para obtener una separación satisfactoria. tll) 

El objeto di:: tepetir la primera inyccci6n (seg-jn S<:? indica en 

el procedimiento) , fué la de conocer las anom.:il!as de la colW1U1a -

debido a que puede presentar un cromatcqrama no característico, 

después de vc:irias repeticicnes encontramos que cuando la colu=na -

ha trabajado por un la¡::so de tiC>lllPO ""'Plio con las ,.ismos condicio­

nes, la primera corrida no presenta alteraciones con nsF41Cto 4 la 

sequnda, ahorrando asr el tiellpO cle su repetici6n. 

se CC19p4raron los cra.at09ruaa obtenidos tanto de los patro­

nes de referencia c'*' cle le -•Ua probl- 1Fi9s. 4, S, 6, 7, 1 

y 9) , para verificar loa pico• dlt cada 11114 de las Yitaainaa de acuer­

do a loa tiUl'O• de retanc Uln. 



se c:aopararon t.alllbi~n con la muei;tra en bl.an<:<> para ®un-ar 

ai existe alquna interferencia en las r"9itwes <loode 1.os P<'indpi<>• 

activos eluyen. Los resultadt>S H reportan en 1'I Tabla 3. 

Los tie111pas .se rrt.encioo <>e cad• una de las v:itaminu .q~ 

así identificados, ab&ecvá.ncou- tam!:ih que la muestra. en .b1.anco .no 

presenta nir.c;una re-spuest.a crx..atográ!ica en los ti.empc-s de r:et.en­

ción de las vitan:.in.is .. 

De acuerdo con los datos ob1:enidos para verificar 1-a t'•e;p:rDduci­

bilidad (Tablas 4 y 5), encontramos gue los tieJt\POS -de fi>t.enc:i.án -

preser.tJn, t.!.nto para .la muestra problema como para l.a :rne:r.cl.a ·de -

patrories de referencia ur4'3. vari.ación de ·0.6 - 1 .. :0\., tenie.ni!o 1ccm -

esto una rati~icació., de los tiempos car~ct~rístic-=is de -ést.as vit.a­

mi:.as y JSÍ mismo de su reyroC:.;;::ibilld:;i;d .. 

La bit.lio;r•fia :reportJI (l{:). un coeficiente de vuuci5'i -mli­

ximo de 2\, siendo les obtciidos alz-eJei!or i!e l.O• y la .....-iaci·Óll 

mayor de 1.6424\ pua lA vitamina A de la -stra p:d>leina, :resul­

tando ~sr, que la ~¡:.rod'ocüoilidlod es mayor :pu-a las vi'tllll>i1ln 1: y 

o. en co::-.paraci5~ con la vit~tnina A, en l.as .concefttt.a.:it:ines ubt­

diadas. 

LB hne.llid.\d obtenida H s..Ushctori.- 1tn les :nh•l•• • 'C!lll­

c:enuaciEn s.lec<:iN>A~ par• lu tns ~tt•iMs. ll'Al>b ~~, .-i~ 

a q\M! el c,-..,!íci,.~te ·<},, .oornlaei&. •• M1f C"eK-.lnl) ca l,q) 

En cuanto • \.a C:llanti.hca1:i& t.,.,.ando lM ..i~te'S de l.- l>ab\<á ~ • 

...,ort-... loa atoa «>t•ni~ u ... l'Bbl• l. 



Oc acuerdo con la Tabla 8, observamos que el método tradi­

cional reporta un tiempo de análisis de 24 hrs., y el método por 

HPLC, de hrs., representando una diferencia de 21 hrs., lo que 

equivale a 2. 6 días de ahorro si se analiza el producto vitamínico 

por el método de HPLC. 

El tiempo requerido para la preparación y cuantificación de 

una sola muestra es de 3 hrs., por lo que el uso repetido de este 

método permite analizar aproximadamente muestras y una mezcla de 

patrones en un día de 8 hrs, de trabajo de un analista, reduciendo 

as! el tiempo de análisis y cumpliendo con uno de los objetivos -

propuestos. Este además, tiene como consecuencia la disminuci6n 

en cuanto al costo del análisis del producto ya que el tiempo y -

la utilización de reactivos se reduce considerablemente. 

En la Tabla 9, se observa que la inversión inicial en el mé­

todo por llPLC, es.mayor ($12,227,500) con respecto al método tra­

dicional ($2,323,127) por lo que hay una inversión adicional de 

$9,904,373 en el método por HPLC. 

En cuanto al costo del análisis (tiempo de trabajo y gasto de 

disolventes), se encuentra que es menor en el método por HPLC. 

($4 ,399), en comparación con el método tradicional ($36, 762), ha­

biendo una diferencia de $32,363. 

De acuerdo con las diferencias obtenidas: 

La inversión adicional en el método por HPLC, se amortiza ana­

lizando 306 muestras, ya que con éste mlitodo por cada an&lisis se 

ahorra $32,363 

9 '904' 373/32' 363 306 muestras 
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De acuerdo con la Tabla B, se cuantifica una muestrcJ en 3 hrs. 

y 4 muestras ¿n 8 hrs. de trcJbajo, ya que solo es necesario una rnez-

cla de patrones de referencia, por lo que las muestras serian anali-

zadas en 306/4 = 76.5 días, que equivalen a J.8 meses aproximada-

mente, ya que se trabajan como promedio 20 días al mes. 
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TABLA 2 

f'ASE MOVIL Y COLUMNAS RECOMEflDADAS PARA ALGUNAS VITAMINAS (10, 11) 

MUESTRA 

VITAMINAS 

- Niacina, niacinamina, 

piridoxina, tiamina y 

rib<iflavina 

- Complejo B 

- Vitamina o
2 

- o
3 

- Compuestos Insaturados 

y Heterocíclicos 

f'ASE MOVIL 

!!etanol-Agua 

Propanol-Agua 

lletanol-Agua 

Metanol-Agua 

COLUMNA 

RP 19 

RP 19 

IU' 18 

IU' 18 
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"' 

HUESTAA 

HUESTAA 

FIGUAA l 

TABLA DE SELECCION DE COLUllNAS APROPIADAS 

SOLUBILIDAD 

SOLUBLE EN SOLVENTES 

ORGANICOS 

PROP. DE Ll\ 
MUESTRA 

SOLUBLE EN 

HE X ANO 

(NO POLAR) 

SOLUBLE Ell 

ALCOHOL 

(MODERADAMENTE 
POLAR) 

COLUMNA 

t"ASE REVERSA 

NO ACUOSA 

ADSORCION 

FASE HOVIL 

METllNOL, llEXANO 

TETAAllIOROFUAANO 

HEXANO, HETANOL 



Tlllll.11 3 

.TIEMPOS DE RETENCION CARACTERISTICOS PARA CADA UNA DE Ll\S VITAMINAS 

(VER CROMAT. FIGS. 4, 5, 6, 7, 8 y~) 

VITAMINA 

PROPIONATO DE 

VITAMINA A 

COLECALCIFEROL 

AC!TA'IO DE dl­

ALFA TOCOFEROL 

tr. PATRONES 

DE llEFERENCIA 

6.88 

10.91 

15.0l 

tr. MUESTRA 

(111in) 

6.66 

10.91 

15.00 

tr. MUESTRA 

EN BLANCO 
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TABLA 4 

DATOS DE LOS CROMATOGRAMAS OB!ENIDOS DE LA MUESTRA PROBLEMA 

(CROMATOGRAMA No.8) 

MUESTRA 

CROMATOGRAMA 1 CROMATOGRAMA 2 CROMATOGRAMA J 

tr 

Prop. vit. "A 11 6.89 

Colecalciferol 10. 96 

Acet. dl-Alfd 
Tocoferol 15.08 

AREA tr 

5.0069 6.86 

2.9887 10.91 

1.8080 15.00 

AREA tr AREA 

4.9593 6.95 5 .0103 

2.9967 10.95 J.0231 

l. 7959 15.05 1.7859 

CROMATOGRAMA 4 CROMATOGRAMA 5 CROMATOGRAMA 6 

Prop. vit. 11A" 6.84 

Colecalciferol 10. 99 

Acet. dl-1\lfo 
Tocoferol 15.13 

5.0538 6.82 

3.0456 10.88 

1.8005 14.96 

4. 9512 6.87 5.1523 

2.9447 10.89 2. 9901 

l. 7605 14. 98 l. 7011 

CROMATOGRAflA 7 CROMATOGRAMA 8 CROMATOGRAflA 9 

Prop. vit. "A" 6.95 5.1790 

Colecalci fcrol 10.95 3 .0591 

l\cet. dl-Alfa 
Tocoferol 15.07 1.8195 

CROMATOGRAMA 10 

Prop. vit. "A 11 6.87 

Colecalciferol 10. 99 

Acet. dl-Alf a 
Tocoferol 15.12 

5.0918 

3 .0020 

1. 7905 

6.89 4 .9657 6.09 5,1610 

10.87 3 .0025 10.93 3 .0079 

14.95 1.8046 15.01 1.8190 
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TABLA 4 CONTINUAC!ON 

DATOS DE LOS CROMATOGRAMAS OBTENIDOS DE LA MEZCLA 

DE PATRONES DE REFERENCIA (VER CROMATOGRAMA No. 9) 

ESTANDAR 

CROHATOG!W'J\ 1 CROHATOGRAMA CROMATOGRAMll 3 

tr AREA tr AREA tr AREA 

Prop. vit. "A" 6.93 4 .6723 6.86 4,6680 6.83 4.6575 

Colecalciferol 10.90 2.2909 10.89 2.2504 10.96 2.2586 

Acet. dl-Alfa 
Tocoferol 15.07 l. 7125 15.03 l. 7183 14.97 1. 7001 

CROMATOGRAMA 4 CROMATOCRAMA 5 CROMATOGltAMA 6 

Prop. vit. "A't 6.91 4.5992 6.86 4. 7169 6.88 4. 7024 

Colecalciferol 10.88 2.2877 10.86 2.2571 10.92 2. 2628 

Acet. dl-Alfa 15.11 1. 6860 15.00 l. 7269 15.09 1. 7001 
Tocoferol 

CROMATOGRAMA 7 CROMATOGAAMA 8 CROMl\TOGRAMA 9 

Prop. vit. "A'' 6.88 4 .5986 6.85 4. 7309 6.89 4.6857 

Colecalciferol 10.85 2. 2592 10.92 2. 2939 10.85 2.2495 

Acet. dl-Alfa 
Tocoferol 15.06 1.6851 14,96 1. 7139 15.05 l. 7117 

CROHATOGAAMA 10 

Prop. vit. 11A11 6.81 4 .6180 

Colecalciferol 10.94 2.2641 

Acet. dl-Alfa 
Tocoferol 14.97 l. 7157 
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prcm. 

Desv. 

Coef. 

TABLA 5 

COEflCIENTE:S DE Vl\RlhC!ON Y DE~\'IAC!ot:ES ESTANDAR 

DE CADA üt:A DE LAS VITAMINAS oN Lh ~lwESTRA PROBLEf\A 

VITAMINA A 

tr AREA 

6.89 5.0069 

6.86 4 .9593 

6.95 5. 0103 

6.84 5.0538 

6.82 4.9512 

6.87 5.1523 

6.95 5.1790 

6.89 4.9657 

6.89 5.1610 

6.87 5.0918 

6,88 5.0541 

std 0.08299 

var. 1.6424 

MUESTRA 

COLECALCIFEROL 

tr AREA 

10. 96 2. 9887 

10.91 2.9967 

10.95 3.0231 

10.99 3.0456 

10.88 2 .9447 

10.89 2 .9901 

10.95 3 .0591 

10.87 3 .0025 

10.93 3. 0079 

10.99 3.0020 

10.93 3.0060 

0.03161 

1.058 

ACETATO dl-ALFA 

TOCOFEROL 

tr AREA 

15.08 1.8080 

15.00 1. 7959 

15.05 1. 7859 

15.13 1.8005 

14.96 1, 7608 

14 .98 l. 7811 

15.07 1.8195 

14. 95 1.8046 

15.01 1.8190 

15.12 1. 7905 

15.04 l. 7966 

0.017978 

1.0007 
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TABLA 5 (CO!ITINUACION) 

COEFICIENTES DE VARIACION Y DESVIACIONES ESTANDAR DE CADA 

UNA DE LAS VITAMINAS EN LA MEZCLA DE PATRONES DE REFERENCIA 

ES TAN DAR 

VITAMINA A COLECJILCIFEROL ACETATO dl-ALFA 

TOCOFEROL 

tr AREA tr AREA tr AREA 

6.93 4 .6723 A.0 .':>4 2. 2641 15.07 l. 7175 

6.86 4. 6680 10.90 2.2909 15.03 1. 7183 

6.83 4.6575 10.89 2. 2504 14.97 1. 7001 

6.91 4. 5992 10.96 2. 2586 15.11 1.6860 

6.86 4. 7169 10.88 2.2877 15.00 1. 7269 

6.88 4. 7024 10.86 2.2571 15.09 l. 7001 

6.88 4.5986 10.92 2. 2628 15.06 1.6851 

6.85 4. 7309 10.85 2 .2592 14, 96 1. 7139 

6.89 4.6857 10.92 2.2939 15.05 1. 7Jl 7 

6.81 4 .6180 10.85 2. 2495 14.97 l. 7157 

prom. 6.87 4 .6620 10.90 2.2614 15,04 1. 7075 

Desv. std. 0,04716 0.01716 0.0141 

Coef. var. 1.0115 o. 7578 0.8264 
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LINEALIDAD 

CONCENTRACION AREA DE PROPIONATO COLECALC!fEROL 

DE VITAMINA A 

1) o. 9209 4 .4595 2, 0567 

2) 1.1209 4. 7599 2.4733 

3) 1.3209 5.0531 3 .0060 

4) 1.5209 5.3512 3 ,4626 

5) l. 7209 5. 7023 3,9474 

Recta de 
re9resión Y=3.032+1.5384 X Y-0.1614+2.3852 X 

Coeficiente 
de correlación o .9994 o. 9995 

ACETATO dl-ALfA 

TOCOFEROL 

1.2396 

l. 5001 

1.7966 

2. 0841 

2. 3714 

Ya-Q,079+1.4213 X 

0.9996 
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TABLA 7 

CUANTif'ICACION DE LJ\S VIT/\NINAS DE LA MUESTRA 

PROBLEMA DE ACUERDO CON LAS AREAS OBTENIDAS 

PROPIONATO DE VITAflINA A 

Peso 

Std) 0.2850 g. 

M) 1.3209 g. 

H) 5.0531 (0. 2850) (2495800) 

4 .6620 (1. 3209) 

Potencia: 2495800 u/g. 

Densidad = O. 96045 g/ml. 

583,673.95 u/g. 

560,589.64 u/ml. 

12,0\ exceso 

COLECALC I FEROL 

Peso 

Std) 0.0027 9• 

M) 1.3209 9· 

M) 3.006 (40 X 106
) (0.0027) 

2.2644 (1.3209) 

Potencia: 40 x 106 u/g. 

Densidad e o. 96045 g/ml. 

108, 539. 95 u/g. 

104,247.19 u/ml. 

39.0\ exceso 

ACETATO DE dl-ALFA TOCOFEROL 

Peso 

Std) 0.0758 

M) 1.3209 g. 

M) I.7966 (0.0758) (996) 

I. 7106 (I.3209) 

Potencia 1 996 u/g. 

Densidad= 0.96045 g/ml. 

60.029 u/g. 

57.6549 u/ml. 

15.0\ exceso 
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Tl\BLA 8 

EVAWACIOl'I ESTIMATIVA DEL TIEMPO DE ANALISIS DEL 

ME'l'ODO ESTUDIADO POR HPLC Y EL METODO TRADICIOl'IAL 

VITAflINA TIEMPO DE ANALISIS METO DO 

A 4.0 hrs. Tradicional 

D 12.0 hrs. Tradicional 

E e.o hrs. T,radicional 

A, D y E 3,0 hrs. HPLC 
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TABLA 9 

EVALUACION ESTIMATIVA DEL COSTO DEL ANALISIS DEL 

METODO ESTUDIADO POR HPLC Y DEL METODO TRADICIONAL 

Instrwnentol y material de laboratorio 
(inversión inicial) 

Reactivos/muestra 

Tiempo/muestra 3 x 725 (salario por hora $725) 

Gasto del an&lisis por muestra 

METODO TRADICIONAL 

Instrumental y material de laboratorio 
(inversión inicial) 

Reactivos/muestra 

Tiempo/muestra 24 x 725 (salario por hora $725) 

Gasto del análisis por muestra 

$12,227,500 

2,224 

2,175 

4,399,00 

$2,323,127 

19,362 

17 ,400 

36. 762 ·ºº 
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CAPITULO VI 

CONCLUSION&S 
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e o N e L u 5 I o N E s 

Encontramos que el método por HPLC, es mejor que los métodos 

tradicionale$ para la cuantificación de las vitaminas A, O y E en 

términos de costo, velocidad y simplicidad. (Tablas 8 y 9) 

La técnica prescnt..1da es fácil y requiere un mínimo da opera­

ciones, lo cual permite que se obtengan resultados reproducibles 

en un tiempo razonable de análisis. 

El costo del análisis de un lote del producto por JIP~C, es de 

aproximadamente un 88\ menor al costo del análisis por medio de -

las técnicas tradicionales. 

La ténica es sumamente sencilla debido a que se han eliminado 

pasos como la saponificación, purifícaci6n por columna, c-v.1poración, 

etc. (25), en donde es posible obtener pérdidas de muestra, por lo 

tanto ésta técnica proporciona mayor seguridad y reproducibilidad 

ya que se pueden conservar las mismas condiciones de tr(1b~1jo entre 

las determinaciones (26, 27, 20). 

En base a los datos de linealidad, se encontró que pueden de­

terminarse satisfactoriamente las vitaminas en una concentraci6n -

que va desde 2 u/ml. que es la m!nima que corresponde a la vitamina 

E,hasta 35,000 u/ml. que es la máxima que corresponde a la vitamina 

A, 
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