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CAPITULO I

OBJETIVO



1.0 OBJETIVO

El objetivo principal de éste trabajo es la implementacidn de un
método para la determinacidn simultdnea de Vitaminas A, D y E por -
Cromatograifa de Liquidos de Alta tficiencia, buscando las condiciones,
reactivos y equipos mds apropiados como una alternativa a las técnicas
tradicionales para la determinacidn de éstas vitaminas. Tomando en
cuenta que las ventajas que ofrece la Cromatograffa de Liquidos de
Alta Eficiencia (HPLC) son muchas en relacién con las técnicas usadas
actualmente, se han propuesto ademds, los siguientes objetivos secun=

darios:

1} REDUCCION DE COSTOS.- Con la implementacidn de una t€cnica por
HPLC, se trata de reducir drésticamente el costo del andlisis,

ya que se disminuye el use de reactivos y materiai,

2) REDUCCION DEL TIEMPO DE ANALISIS.- El manejo de las técnicas
tradicionales para la determinacidn de las vitaminas antes sefiala-
das consumen un tlempo aproximado de 24 horas de un quimico analis-
ta, mientras que las t&cnicas por HPLC, por el hecho de ser automa-
tizadas dan una considerable ventaja en ctianto al ahorro de tiempo
y se estima que se ocuparan solamentz & loras en promedio para la

cuantificacién de ellas.



3)

4)

5)

TECNICA MENOS COMPLEJA.- Actualmente para la cuantificacibn de
vitaminas liposolubles se requiere de un mayor estudio, prepara-
cifn y experiencia que las que se proponen por HPLC, ya que en
aquellas van diferentes etapas de extraccidn del principio ac-
tivo y reacciones con otros componentes que implica una mayor
complejidad, mientras gue el método por HPLC, elimina muchos

pasos y es relativamente mas ficil de manejar.

MAYOR PRECISION ¥ SEGURIDAD.~ Como en la técnica la intervencidn
del factor humano para la separacidn, cualificacién y cuantifica-
cidn de los principios activos es mfnima, &sta técnica ofrece -

una mayor reproducibilidad puesto que es mis factible conservar

las mismas condiciones de trabajo entre una y otra determinacién.
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.

TECNICA MAS ADAPTABLE.- Con los grandes avances y el impulsc

que actualmente tiene el HPLC, y debido a gue cada dfa se estd
investigando y dando un mayor interes e importancia, es de mucha
utilidad contar con técnicas de acuerdo al avance y dindmica de

la tecnologfa actual, con lo que el método ofrece una mayor adap-
tabilidad y renovacién de acuerdo a las mejoras que se vayan lo-
grando {como son detectores mis sensibles, columnas mis eficientes

y selectivas, etc.).
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2.0 INTRODUCCION

Para la adecuada nutricidn de cualquier especie animal es necesa-
rio un conoccimiento cuantitativo de los requerimientos nutricionales
en las diferentes etapas de vida y de sus funciones fisioldgicas, -
ésta clase de informacidén es esencial para alcanzar una eficiencia

Sptima y econdmica en el uso de los recursos nutricionales (1).

Anteriormente la produccién animal dependia principalmente de los
forrajes disponibles. En estado fresco, estos forrajes pudieron sa~
tisfacer las necesidades de los animales en nutrientes bisicos de ~
proteinas, grasas y carbohidratos, pero les faltaba, como hoy se =
sabe, una necesaria compensacidn de sales minerales, oligoelementos y
prin;ipalmente de vitaminas, debido a que, aunque en el pienso estdn
presentes en cantidades suficientes, sufren considerables pérdidas -
durante su elaboracidn y almacenamiento {2). Adn el proceso de ali-
mentos a escala lndustrial inevitablemente implica pérdidas en los -
ingredientes esenciales, especialmente de vitaminas y €sto 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.

Muchos alimentos para el tiempo en que son consumidos no conservan
una composicidn dptima en lo que respecta al contenido de vitaminas
’

3.

Las vitaminas son un grupo de substancias orgfnicas esenciales,
las cuales el cuerpo no puede sintetizar y que cumplen funciones cata-
1iticas. Su intervencién facilita la formacidn y eliminacién de las

principales substancias alimenticias y dirige as{ 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 inhibicidn del crecimiento, Adicionalmente, la -
carencia vitaminica origina trastornos en la reproduccidn y aumenta

la susceptibilidad a las enfermedades infecciosas y parasitarias.

La lista de vitaminas necesarias varfa con las especies. Los
mamiferos difieren en su habilidad para sintetizar tales substancias

org8nicas esenciales para sus necesidades metabdlicas (4).



2.1 CARACTERISTICAS DE LAS VITAMINAS

Propionato de vitamina A

Formula Desarrolladag
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H H
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\\\\\//// \\\CA5

Férmula Condensada; C23"34°2
Peso Molecular: 342.5
Descripeidn: Aceite viscoso, de color amarillo, con

olor sui géneris,

Solubilidad: Insoluble en agua, soluble en aceites
vegetales y animales, soluble en alcohol,

éter, cloroformo, etc.

ARbsorbancia méxima
en forma de alcochol! 325-328 nm.

Reacciones: No se altera con los dcidos diluidos ni con
los alcalis, inestable al calor y a la oxi-
dacidn. Se destruye por la accién de los

rayos ultravioleta.

Estandarizacidn: 0.358 mcg. de propionato de vitamina A

corresponde a 1 unidad U.5.P.



COLECALCIFEROL (Vitamina D3)

Frmula Desarrollada:

9ﬁ§ Gﬁb
i C}/\ /’C/’z /C%f/
ALY
Ho ~

Formula Condensada: C27H440
Peso Molecular: 384.65
Descripcidn: . Cristales finos de color blanco,
Solubilidad: Insoluble en agua. Soluble en &ter,

cloroformo, alcohol, grasas, etc,

Absorbancia mixima
como alcohol: 265 nm.

Reacciones: Estable al calor, a 4cidos y alcalis

inestable a la oxidacién y a la luz.

Estandarizacidn: 0.025 mcg.de colecalciferal equivalen

a 1 unidad U.S.P.



ACETATO DE DL-ALFA TOCOFEROL

Férmula DeSarrollada:

Ccl
1e

@C-C~O
i
-3 CHs
Férmula Condensada:
Pesc Molecular:

Descripcidn:
Solubilidad:

Absorbancia mixima en
forma de alcohol:

Reacciones:

Estandarizacién:

ch cHs ch CH

C31M520;
472.8

Aceite viscoso de color amarillo

pilido, pricticamente inodoro.

Insoluble en agua, soluble en alcohol,

aceites, cloroformo, &ter, etc,

292 nm,

Estable a los &cidos y a los agentes
reductores, inestable al calor, a los

alcalis, a la oxidacién y a la luz.

1 mg. de acetato dl-o{tocoferol equivale

a 1 unidad U,S,P, (5)



2.2 SINTOMAS DE DEFICIENCIA.

PROPIONATO DE VITAMINA A

La actividad de la vitamina A, esta asociada con la reproduccidn,
la formacidn de nuevas células y con la visién normal {6}, la vitamina
interviene ademds en la formacidn y funcidn de las células epiteliales
de la piel, donde el principal efecto es la atrofia del tejido epite-
lial, la cual va seguida por proliferacibn de las cflulas basales con
la consecuente queratinizacifn de las nuevas c€lulas. Este cambio -
reduce la fuerza del epitelio para resistir la invasidn bacteriana (4)
También desempefia un papel importante en el proceso de la visidn al
participar en la formaci6n de la pfirpura visual (RODOPSINA}, que es el
receptor para la visibn con poca intensidad de luz. Por esta razbn la
deficiencia de vitamina A origina un trastorno en la regeneracién de -
la prpura visual que se manifiesta como ceguera nocturna. La defi-
ciencia causa ademiis xeroftalmia y el crecimiento anormal y lento de
los huesos, sequedad general de la piel y el pelo y la conjuntivitis.
En general el cuadro patoldgico final se ver8 influenciado por las
especies, la duracidn de la deficiencia, la naturaleza de la dieta,

el desarrollo bacteriano, sexo, ete. (7)
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VITAMINA D

Mejora la absorcidn de calcio por la mucosa intestinal y estimula
la incorporacién de calcio y f6sforo en la matriz del hueso, por esta
causa, una deficiencia de vitamina D, conduce a trastornos en la cal-
cificacién de la matriz del hueso, de forma que los huesos se vuelven
blandos y se deforman al esfuerzo. Ademis la vitamina D, influye en
la eliminacién del f&sforo por el rifibn, mejorando marcadamente la =
absorcién de fésforo en los tubulos renales, de aquf que la carencia
de vitamina tenga como consecuencia un aumento en la eliminacién de

fésforo en la orina.

VITAMINA E

{Acetato d 1 Alfa Tocoferol}

Tiene efecto como antioxidante, protegiendo en el organismo a la
vitamina A de la desintegracién oxidativa y mejora asf la administra-
cibn de vitamina A al organismo. Ademis es un importante factor pro-
tector de la membrana de los eritrocitos porque aumenta su resisten=-
cia contra los agentes hemolfticos. En las hembras, una deficiencia
ccasiona la eliminacidn del feto, la implantacibn del Svulo se lleva
a cabo de una manera normal pero hay cambios er la placenta y el feto
muere. En el macho hay una degeneracién del epitelio gexminal, la -
cual va seguida de una inactividad de los espermatozoides y posterior-

mente esterilidad e impotencia,

11



Parece ser que el efecto primario en la deficiencia de vitamina E
en virtualmente todos los animales es una degeneracidn muscular nutri-
_cional (2). Una administracién deficiente y crdnica de esta vitamina
se agrava si va acompaiada de un aporte insuficiente de protefna -
(aparicidén de anemias) o si a la vez se administran mayores cantidades

de grasa que contengan Acidos grasos insaturados.

12



2.3. CAUSAS DE DEFICIENCIAS VITAMINICAS

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-
minica, sin embargo los sintomas de enfermedad no se desarro-
llan hasta que el estado general de malnutricidn esta muy

avanzado.

2) Falta de absorcidn de vitaminas de los alimentos.~ Esta es una
‘complicacién comiin de las enfermedades del tracto digestivo,
por ejemplo: la diarrea puede evitar la absorcidn de componentes
vitamfnicos. El uso prolongado de aceite mineral puede interfe-
rir con la absorcidn 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 absorcibn de

grasas incluye la falta de absorcidn de vitaminas liposolubles.

3) Incremento de las necesidades vitamfnicas.- En animales pequeiios
y en las hembras durante el embarazo y lactacidn, las necesidades
vitaminicas son altas. El suplemento vitamfnico depende as{ de

dos factores: La cantidad absorbida y las necesidades del cuerpo.



Bajo condiciones favorables de vida al aire libre y en clima
soleado, la vitamina D, es formada en la piel por irradiaciones
del ergosterol 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 animales criados para una alta productividad

' proporcionan considerablemente una mayor cantidad de subproductos

por kilogramo de alimento consumido, esto incrementa sus requeri=-
mientos vitaminicos y no se debe olvidar que grandes cantidades de

&llas son transferidas del animal a los productos que produce.

El incremento en la demanda vitaminica de éstos animales debe
ser satisfecha por un suplemento vitamfnico de &llas. En la ali-
mentacidn se ha encontrado a menudo que tales suplewentos son in-
suficientes en la prictica, sin embargo, cuando los reguerimientos
se incrementan por arriba del nivel normal por circunstancias excep-
cionales, especialmente por enfermedad, se debe de recurrir a una

administracién de las vitaminas faltantes.

A ﬁesar de su aparente cardcter terapéutico, la vfa parenteral
de administracifn de vitaminas puede servir para claros propfsitos
nutricionales (8). Se conocen situaciones en la produccién animal
donde la via parenteral es el @inico 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-iridas
donde el contenido de caroteno y alfa tocciercl de la pastura en
la temporada de sequia es muy baja y los recursos naturales de su-
plemento no permiten darle al animal lo que &1 necesita, La ali-
mentacién suplementaria en ésas dreas es muy rare y la aplicacién

parenteral representa una forma ficil y simple de introducir las
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vitaminas faltantes. Otra indicacién absoluta para la administra-
cidn parenteral de vitaminas liposclubles es durante las enfermeda-
des que perjudican la habilidad del animal para absorber las vita-
minas del intestino (por ejemplo: inflamacién del intestino, infec-

cién parasitaria).

Una terapia acertada de vitaminas por v{a parenteral depende
de la disponibilidad de preparaciones efectivas, mientras que la
manufactura de preparaciones inyectables de vitaminas hidrosolu-~
bles, presentan relativamente pcca dificultad, las vitaminas li-

posolubles han requerido de una mayor investigacién.

Existen soluciones puras de vitaminas A, D y E en aceite, que
estan caracterizadas por una disponibilidad biolSgica relativamente
pobre debido a la mala dispersidn del aceite en los flufdos tisula-
res, dando como resultado bajos niveles de vitamina A en el plasma
y en el hfgado. Si este tipo de productos estan todavia en uso es
debido principalmente a la supuesta funcidn como depdsito extrahe-
pitico. La idea fundamental es que la solucidn oleosa inyectada
dentro del tejido libera lentamente un flufdo constante de vitami-
nas dentro de la sangre, asegurando asf, el contfnuc suplemento de
vitaminas por un largo perfodo. Se ha demcstrado experimentalmente
sin embargo, que las vitaminas contenidas en el depSsito oleoso son
répidamente destruidas por oxidacibén ahi mismo y no pueden contri-

buir as{ al incremento deseado del suplemento vitamfnico.

La principal desventaja de la solucién oleosa es su disgersién
pobre en los flufdos corporales, lo cual fué resuelto agregando al

aceite un agente emulsificante, el cual baja la tensién superficial

17



del agua, permitiendo asi una distribucidn répida de la solucién
vitaminica oleosa dentro de la sangre. Como se espera, tales -
preparaciones muestran una excelente accidn bioldgica (8) y se

muestra en la figura # 1.

El producto en estudio corresponde al tipo de preparacidn con
agente emulsificante; es un producto del mercado y esta formado
por tres vitaminas: Propionato de vitamina A, 500,000 u/ml.; Cole-
calciferol 75,000 U/ml. y Acetato de dl-alfa Tocoferol 50 U/ml.;
presenta una apariencia de 1ligquido flufdo, transparente, de color
amarillo, con una densidad de 0,96045 g/ml.; su uso es terapéutico.
En caso de deficiencia vitamfnica, su aplicacién es por via intra-
muscular. La elevada concentracifn de este producto hace posible
el suministro répido de grandes cantidades de vitaminas en un re-
ducido nfimero de inyecciones, disminuyendo asf, en poco tiempo la

deficiencia y evitando que el animal se encuentre en tensibn.

18



vitamina' A en U.1./g del hfgadn

00

270

solucidn oleosa con agente
exulsificante

240 o

180

valeres iniciales en el hfgado

sclucién cleosa

.

+

4 14 28

dfas despues de
1a inyeccidn

figura ¥ 1; Accibr biolSgics de 1a Vitamina A, en diferentes

tipos de soluciones vitamfnicas. {3).



3.1, TECNICAS DE ANALISIS

Para certificar que los productos contienen las cantidades es-
pecificadas de vitaminas, es necesario llevar a cabo un anilisis
cualitativo y cuantitativo de los principios activos, para lo cual

existen diferentes métodos: Bioldgices, Fisicos y Quimicos,

Los primeros andlisis de vitaminas fueron efectuados por méto-
dos biolSgicos (midiendo el crecimiento de una poblacidn, un érgano
o de un tejido). Los efectos especfficos de vitaminas en animales

dieron evaluaciones cuantitativas.

Los métodos bioldgicos son ma§ sensibles y son usados para las
muestras de bajo contenido de vitaminas y donde se desea una corre-
lacién directa entre el contenido de vitaminas y la respuesta de -
crecimiento del animal. A pesar de su inegable ventaja de su mayor
especificidad, los métodos biolBgicos, han sido cada vez menos usa-
dos, ya que ellos consumen m3s tiempo y son mds caros y sus iimites

de error & menudo 8son grandes.

Los métodos quimicos son mis répidos y reproducibles que los -
métodos bioldgicos, normalmente para el andlisis de vitaminas se
emplean métodos colorimétricos, espectrofotométricos y espectro-

fluorométricos.

Los métodos oficiales (U.S.P.) para la determinacién de la vita-

mina A, se dividen en:

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

saponificacién alcalina.



- Extraccién del alcohol de la solucién de saponificacidn.

- Determinacidn del contenido de vitamina A, mediante absorcidn

U.v. a 326 nm.

Estos pasos pueden presentar el inconveniente de hidrdlisis in-
completa, extraccién insuficiente y a menudo Se presenta una emulsidén

diffcil de romper.

La vitamina D, junto con tricloruro de antimonio da un color -
amarillo-anaranjado, que no se manifiesta en presencia de anhidrido
acético. Esta determinacién siempre va precedida de una purificacién

cromatogrifica en columna.

La separacidn entre las vitaminas A y D, es diffcil de lograr de-
yido a la afinidad que ambas presentan hacia los mismos disolventes y
alin cuando se usan columnas sucesivas no es posible de aislar una de
la otra totalmente y aunade a esto con tricloruro de antimonio en ~
cloroformo, da con el alcchol de vitamina A y sus Esteres una colora-
cién azul caracter{stica, que interfiere con la absorcidn que presenta

la vitamina D.

El procesc de an8lisis de la vitamina E, se subdivide en las

siguientes etapas:

- Extraccidn mediante liposolventes (&ter), generalmente con la
saponificacién del acetato de tocoferol presente. En la ma-
yoria de los casos la saponificacifn es alcalina, pero debe

hacerse en atmSsfera inerte.

- purificacién del extracto, mediante cromatograffa en columna.
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~ Determinacidn del contenido de alfa tocoferol por la reaccién 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-alfa dipiridilo un complejo color rojo, cuya concen-
tracién puede determinarse por espectrofotometrfa. La reaccidn
no es muy especifica, ya gue muchas otras sustancias.pueden tam-

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

Se a aplicado la cromatograffa de gases para el andlisis cuan-
titativo de los tocoferoles, pero no es apropiado para el anflisis
de las vitaminas A y D, debido a la inestabilidad de éstas y a las
altas temperaturas de la columna o columnas requeridas para su elu-

cibn.

Los métodos de cromatograffa de 1fquidos resultan mds convenien~
tes para el anflisis de vitaminas liposolubles debido a su alta pre-
cisién, a que no ;equieren temperaturas elevadas, s8lo se necesita
un minimo tratamiento de la muestra antes de la inyeccidén y aGn los

componentes m3s polares pueden ficilmente analizarse.

La cromatograffa de liquidos de alta eficiencia permite upa de-
terminacidn simultanea de varias vitaminas, lo cual reduce drdstica-
mente el tiempo de andlisis, aumentando la disponibilidad del producto
analizado {ya que el anilisis ripido dentrc de un proceso productivo
permite la reduccidn del tiempo de almacenamiento del producto) y la
reduccién en el uso de disolventes y reactivos, algunos de ellos té-

xicos. {11)

En afios recientes, la versatilidad y utilidad de la cromatograffa

de 1fquidos de alta eficiencia ha aumentado por los siguientes motivos:
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La disponibilidad de nuevas y eficientes columnas de partfculas

pequenas.
Desarrollo de detectores mis sensibles y especificos.

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.

23



3.2 CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA EFICIENCIA

Existen dos caracterf{sticas principales de la separacidn cromato-
grifica: La emigracién diferencial de varios compuestos (solutos) en
la muestra original y una dispersidn a lo largo de la columna de las
moléculas de cada soluto. La emigracidn diferencial en la cromatogra-
fia de 1fquidos se refiere a las distintas velocidades de diferentes
compuestos a través de la columna. La emigracifn diferencial es la
base de la separacién en cromatograffa, sin una diferencia en las ve-
locidades de emigracidn para dos compuestos, no es posible una separa-

cibn.

La emigraci6n diferencial o el movimiento de los componentes indi-
viduales a través de la columna depende del equilibrio en la distribu-
cidn de cada componente entre la fase estacionaria y la fase mdvil.
As{, la emigracidn diferencial estd determinada por las variables ex-
perimentales que afectan la distribucidn; la composicién de la fase

ndvil, de la fase estacionaria y la temperatura de separacidn,
La dispersidn molecular depende de varios factores:

- La dispersidn de remolino o de mfiltiples caminos. Proviene
de las diferentes corrientes microscépicas que el disolvente
sigue eatre diferentes particulas dentro de la columna, como
resultado, las moléculas de la muestra toman diferentes cami-
nos a través del empaque, dependiendo del flujo que ellos si-
gan, asf el liguido se mueve mds ripidamente en las sendas
anchas y mis 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 contribucidn a la dispersidn de la banda es la
» transferencia en la fase mdvil. Esto se refiere a los di-
ferentes tipos de flujos para varias partes de una misma
.
corriente o senda entre las particulas a su alrededor. De
: esta forma el liquido adyascente a una partfcula se mueve
% mis lentamente, mientras que el 1fquido que pasa por el centro
i
{
]

de la corriente se mueve mis rapidamente.

. ~ Con empaques de partfculas porosas, la fase mSvil dentro de
los poros de las partfculas puede estar estancada o sin mo-
vimiento, las moléculas que se difunden una corta distancia
dentro del poro retornan a la fase mdvil rdpidamente y se
mueven hacia abajo a una cierta distancia por la columna, por

lo que hay un incremento en la difusidén molecular.

Si una molécula penetra muy profundamente dentro de la fase
estacionaria,.consume un largo tiempo dentro de la particula

y viaja una corta distancia por la columna.

i

Finalmente existe la dispersidn longitudinal, en donde las
moléculas tienden a difundirse en la direccién del flujo,

esto causa una dispersidn adicional de las moléculas de la

muestra a 1o largo de la columna, no es un efecto importante
pero es significativo a flujos bajos de la fase mdvil en co-

lumnas con particulas pequeias.

Eventualmente los diferentes compuestos que llegan al final de la
columna son llevados hacia el detector donde sus concentraciones son

medidas como una funcién del tiempo de separacidn.
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Cada cromatograma puede ser identificado por cuatro variables

importantes para describir la separacidn resultante y son:

1) Cada compuesto deja la columna en la forma de un pico o banda

en forma de campana.

2) Cada banda emerge de la columna a un tiempo caracteristico (tr)
el cual puede ser usado para identificar el compuesto. Este -
tiempo de retencidn tr, es medido desde el tiempo de la inyec-
cidn de la muestra al tiempo en que el miximo de la banda deja

la columna.

3) La diferencia en tiempos de retencidn entre bandas adyascentes.
Mientras mis grande sea esa diferencia mis f4cilmente se logra

la separacién de las dos bandas.

4) Finalmente cada banda est§ caracterizada por el ancho del pico
(tw). La separacién es mejor para bandas mis angostas y para

valores mds pequefios de tw. (Figrua # 2)
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Respuesta del detector

tr

to

tiempo

Figura # 2.; Cromatograma Resultante, ts marca la elucién

de cualquier compuesto no retenido.
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TIPOS DE CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS

Existen seis mecanismos de separacidn de acuerdo al tipo de fase

estacionaria usada:

1) Liquido-liquido.

2) Fases quimicamente unidas.

3) Liquido-sélido.

.4) Intercambio idnico.

5) Pares de iones.

6) Exclusién de acuerdo al tamafio de partfcula.

1) CROMATOGRAFIA LIQUIDO-LIQUIDO O DE PARTICION.- Las moléculas del
soluto son distribuidas entre dos liquides inmiscibles, De acuerdo
a sus solubilidades relativas, un lfquido es la fase mdvil y el -~
otro es la fase éstacionaria que se encuentra unido por adsorcidn

a un soporte finamente dividido que es usualmente inerte.

Existe una gran area de contacto entre la fase estacionaria y la
fase mévil para un ripido equilibrio en la distribucidén de los
componentes de la muestra. La separacién se da como resultado de
la diferente distribucién de los solutos entre las dos fases lfqui-
das.

La cromatograffa lfquido-l1fquido, generalmente separa en base al
tipo y nimero de sustituyentes y por diferencias en pesos molecula-

res,



2)

3)

El inconveniente que presenta esta técnica es la solubilidad de

la fase estacionaria y el deterioro de la columna.

FASES QUIMICAMENTE UNIDAS.- Esta técnica cromatogrdfica surgio

como consecuencia de los problemas asociados con la cromatografia
liquido-liquido. Debido a que su fase estacionaria estid quimica-
mente unida a la superficie de un soporte, no puede ser ficilmente
removida o producir deterioro alguno en la columna. Separa en -

base al ndimerc y tipo de grupos funcionales.

El mecanismo de separacifn de ésta técnica no ha sido comp)etamen-
te elucidado; es un mecanismo complejo, cuyas caracterfsitcas son

similares a las de la cromatograffa lfquido-sélido.

La cromatografia liquido-lfquido y la de fases quimicamente unidas,
poseen una grar versatilidad debido a la amplia variedad de ifqui-

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 degradacién tfrmica que frecuentemente ocurre en la
cromatcgraffa de gases en la separacidén de compuestos polifunciona-
les. Los efectos de isomerizacién, hidrélisis, etc., que ocurren

en la cromatografia 1iquido-sdlido, no se encuentran aquf.

CROMATOGRAFIA LIQUIDO-SOLIDO O DE ADSORCION.- Es mis Gtil para
muestras solubles en compuestos orgdnicos. Los compuestos multi-
funcionales muy polares a menudo requieren un ajuste cuidadoso de

las condiciones cromatogrdficas para evitar bandas no bien definidas.

29



4)

‘Las muestras muy polares o idnicas no tienen buena separacidn.
Las muestras muy poco solubles en agua y la mezcla de compuestos
en los que solo difiere el nflimero de grupos funcionales, son a
menudo mejor scparadas por éste tipo de cromatograffa. Soporta
altas concentraciones de muestra y presenta gran estabilidad en
pH extremos, por esto la cromatograffa 1fquido-sélido, es utili-

zada para separaciones preparativas.

La base de selectividad de &sta cromatografia puede ser entendida
en términos del proceso de adsorcién. El mecanismo de separacién
se basa en la competencia que existe entre las moléculas de la -
muestra y las de la fase mdvil o disolvente por ocupar los sitios
activos en la superficie de un sélido, algunos de los sdlidos uti-

lizados con mis frecuencia son: aliimina y gel de silice.

INTERCAMBIO IONICO.- Es llevada a cabo con empaques que poseen
grupos funcionales con carga electrdnica. El mecanismo de reten-
cidn es un mecanismo simple de intercambio de los iones de la -

"

muestra "x" y los iones de una muestra “y" con los grupos cargados

"r" de la fase estacionaria.

+ - - + - . B N .
x + ry—Fy + rx intercambio anidnico

- + - .
x + r y*;::::::?y v ooxt intercambio catidnico
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5)

Los iones de la muestra que interactuan debilmente con el inter-
cambiador iénico (en presencia de iones de la fase mbvil en com-
petencia) serdn debilmente retenidos en la columna y registrados
muy pronto en el cromatograma. Los iones de la muestra que in~
teractuan fuertemente con el intercambiador idnico seran reteni-

dos mds fuertemente y se registran 8espufs.

Aungue la cromatograffa de intercambio idnico, a veces es aplica-
da para la separacién de compuestos idnicos (sales), es mis co-
munmente usada para la separacidn de dcidos orginicos HA y bases B,

que pueden existir como jones bajo condiciones de pH apropiadas.

PARES DE IONES.- Este tipo de cromatograffa puede ser usado tanto
en fase directa como fase inversa, siendo €ésta Gltima la mfs popu~

lar, aunque el proceso bisico es similar para ambas técnicas.

La fase estacionaria en la fase inversa puede ser un empaque de
gflica silanizado usualmente usado en la cromatografia de fases
quimicamente wnidas o un empague similar a los usados en la croma-

tograf{a liquido-1fquido, inmiscible en agua como l-pentanol.

La fase mbvil consiste de una mezcla de amortiguadores acuosos
con un disolvente orgdnico miscible en agua y un contraién org§-
nico de carga opuesta a la de la muestra. E)l pH de la fase mévil

e8 ajustado para maximizar la ionizacién del soluto.

La muestra idnica x " mds el contraidn q‘" se combinan para formar
el i8n-par (x‘nq*") el cual presenta afinidad por la columna que

es retenida por ella,
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6)

- + -+ -4
P R
Xaq + Qg {xq') ag ¢ I M

La retencidn esti controlada por:

- La temperatura
~ Tipo, tamafio y concentracidn del contraién
~ Tipo y composicibn del modificador orgénico

- Fuerza iénica y pH de la fase acuosa,

EXCLUSION DE ACUERDO AL TAMANO DE PARTICULA.- Se usa para se-
parar componentes de alto peso molecular (arriba de 2000) parti-
cularmente aquellos no ifnicos, Separa moléculas de acuerdo a
su tamafio efectivo en solucisn, la razén para la retencifn re-
lativa de diferentes moléculas de muestra por medio de un empa-
que de particglas porosas es que, si algunas mol&culas de la ~
muestra son demasiado grandes para entrar en los poros, estas
son totalmente excluidas de la partfcula, éstas grandes molécu~
las de muestra se mueven directamente a través de la columna y
aparecen primero en el cromatograma. Las moléculas que son de-
masiado pequefias y que pueden penetrar a través de los poros del
empaque, son retenidas y se mueven a través de la columna t;\és -
lentamente, estos solutos aparecen a lo {iltimo en el cromatograma.
Los solutos de tamafic intermedio son estericamente menos capaces
de aproximarse a las parcdes de los poraos y en promedio consumen
menos tiempo en €stos. Los solutos se mueven a través de la co-

lumna a velocidades dependientes de su tamafio relativo., (12, 13),
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CAPITULO IV

METODO EXPERIMENTAL



4.0

4.1

4.2

HETODO EXPERIMENTAL

MATERIAL Y EQUIPO

1) Balanza Analftica Mettler

2) Equipo Millipore de Filtracién

3) Material de uso comiin en el labbratorio

4) Cromatégrafo de Liquidos de Alta Eficiencia Hewllet

Packard, Mod, 1081B, con control de flujo, L&mpara
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., tamafio de particula

de 10 milimicras.

REACTIVOS

1) Metanol HPLC

2) Dicloro metano HPLC

3) Reactivos de uso comfin en el laboratorio (ejem. alcohol,
isooctano, etc.)

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 OPERACION

Cero:

Atenuacidn:
Velocidad de carta:
Ancho del pico:
Umbral:

Flujo:

Presidn:
Temperatura:

Fase mévil:

Volumen de muestra:

Longitud de onda:

10

9

0.2 em/min,
1.0

2.0

0.8 ml/min.

80 BAR

25¢C.

Metanol HPLC
20 Microlitros

254 nm.

4.4 PREPARACION DE PATRONES DE REFERENCIA

4.4.1. PREPARACION DE PROPIONATO DE VITAMINA A

Pesar con exactitud el equivalente en gramos a 680,000
unidades de Propionato de vitamina A, en un matraz vo-
lum&trico de bajo actinio de 25 ml. Disolver y aforar
con Diclorometano. Esta sclucién contiene 27,200 u/mi.

Almacenar a 5°C., tiempo de caducidad: 2 afas.



4.4.2, COLECALCIFEROL

Pesar con exactitud el equivalente en gramos a 103,000
unidades de Colecalcifercl, en un matraz volumétrico
de bajo actinio de 25 ml., disolver y aforar con Diclo-
rometano. Esta solucidn contiene 4120 u/ml. Almacenar
a 5°C,, tiempo de caducidad: 2 dfas.

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-
lumtrico de bajo actinio de 25 ml., disolver y aforar
con Diclorometano. Esta solucién contiene 2.72 u/ml.

Almacenar a 5°C., tiempo de caducidad: 2 dfas,

4.4.4. MEZCLA DE'PATRONES DE REFERENCIA

Pesar con exactitud el equivalente en gramos a 680,000
unidades de Propionato de vitamina A, 103,000 unidades -
de Colecalciferol y 68.0 unidades de Acetato de dl-alfa
Tocoferol, en un matraz volumétrico de bajo actinio de
25 ml., disolver y aforar con Diclorometano. Almacenar

a 5°C., tiempo de caducidad: 2 dfas,

4.4,5, PREPARACION DE LA MUESTRA

Pesar con exactitud 1,3209 g. del concentrado de vitaminas
A, Dy E, el cual contiene tedricamente 687,646 unidades
de Propionato de vitamina A, 103,146,96 unidades de Cole-

calciferol y 68.76 unidades de Acetato de dl-alfa Tocoferol,



en un matraz volumétrico de bajo actinio de 25 ml., di-
solver y aforar con Diclorometano, Almacenar a 5°C.,

cada mililitro de &sta solucién contiene 27,505.86 uni-

_.dades de Propionato de vitamina A, 4,125.88 unidades de

Colecalciferol y 2.75 unidades de Acetato de dl-alfa To-

coferol.

MUESTRA EN BLANCO

Pesar con exactitud 1.3209 g. 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°cC.

4.5 PROCEDIMIENTO

Ya

encendido el cromatSgrafo, se procede a equilibrar el sis-

tema con 100 ml. de fase mdvil desgasificada, posteriormente

se

1

2

3

~

4

5

6

7

8

Se

inyectan 20 41. de muestra en el siguiente orden:

Diclorometano

Diclorometang

Acetato dl-alfa tocoferol
Colecalciferol

Propionato de vitamina A

Muestra problema de vitaminas A, Dy E
Mezcla de patrones dereferencia

Muestra en blanco

corre cada cromatograma 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 tomd como
limite mdximo un 5% de variacidn con respecto al promedio

de las dreas. (16)

CUANTIFICACION

La cuantificacién se har§ en base a la concentraciSn y ireas

de la muestra problema y patrén de referencia.

VITAMINAS = Al By F u/g

B (D)

F (G) = Hu/ml,

En donde:

A = Area de la vitamina en la muestra

B = Area de la vitamina patrdn de referencia
C = Peso del patrén correspondiente

D = Peso de la muestra

E = Potencia de patrdn de referencia

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

Se verificard inyectando 5 diluciones de la muestra que se

observan en la Tabla I. (16}

TABLA I

CONCENTRACIONES DE LA MUESTRA PARA OBTENER LA LINEALIDAD

PESO MUESTRA CONCENTRACIONES  CONCENTRACIONES ~ CONCENTRACIONES
EN GRAMOS EN UNIDADES DE EN UNIDADES DE EN UNIDADES DE

PROPIONATO DE COLECALCIFEROL ACETATO dl~ALFA
VITAMINA A TOCOFERQL

1} 0.9209 479,410.690 71,911,603 47.941

2) 1.,1209 583,528,550 87,529.280 58,353

3) 1.3209 687,646,400 103,146,960 68.765

4) 1.520%9 791,764,250 118,764,630 7;3.176

5) 1.7209 895,882.100 134,382.310 89.582
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CAPITULO Vv

RESULTADOS

Y

DISCUSION
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RESULTADOS Y DISCUS ION

Howard y Hadden (Tabla 2, Fig. 3), utilizan para la cuantifi-
cacidn de éste tipo de vitaminas las columnas de fase inversa RP 18

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

Se hicieron pruebas variando la relacién de metanol: agua, en-
contrandose que la concentracién de agua en la fase mdvil es direc-
tamente proporcional a la resolucidn ¥ al tiempo de retencidmn (tr),
por lo que se prefirid disminuir la resclucidn e ipprimir a la téc-
nica velocidad y menor costo sin afectar la exactitud y reproduci-

bilidad.

La resclucidn se disminuyd, towando en cuenta el pico de la
vitamina D, que es el limitante, hasta un valor cercanc a 0.8 que

es el valor ninimo para cbtener una separacién satisfactoria. (13)

El objeto de repetir la primera inyeccidn (segin se indica en
el procedimients), fué la de conocer las anomalfas de la columna =
debido a que puede presentar un cromatcgrama no caracterfstico, -
despuds de varias repeticicnes encomtramos que cuando la columna -
ha trabajado por un lapsc de tiempo amplio con las mismis condicio-
nes, la primera corrida no presenta alteracicnes con respecto a la

segunda, ahorrando as{ el tiempo de su repeticidam.

Se compararon los cromatogramas obtenides tanto de los patro-
nes de refersncia como de la muestra problesa (Figs. 4, 5, 6, 7, 8
y 9), para verificar los picos de cada una de las vitaminas de acuer-

do a los tiempos de retenciln.
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Se compararon también con la muestra €n blanco para cbserver
si existe alguna interferencia en las regicnes donde los principios

activos eluyen. Lot resultados se reportan en 1s Tabla 3.

Los tiempos de retencién de cadz una de las vitaminas guedan
asf{ identificados, cbgerviniose tamtién gue 12 muestra en dlanpo no
presenta ninguna respuesta cromatogrifica en los tiempes de reten

cidn de las vitarinas.

De acuerdo con los datos cbtenides para werificar la reproduci-
bilidad (Tablas 4 y 5}, encontramos gue los tiempos de retencifm -
presertan, tanto para la muestra problema como para la mercla de -
patrones de referencia urna variacidn de 0.6 - 1.08, tenjendo con -
esto una ratificacidn de los tiempos raracteristicos de Estas vita-

minas y asl mismo de su rerroducibilidad.

La bitlicgrafia reporta (1£), un coeficiente de variacidm -
ximo de 2%, siendo los cbtenidos alrededor de 1.08 y la variacifm
gayor de 1.6424V para la vitamina A de la mvestra problema, resul-
tando asf, que la reproducitilidad €5 mayor para las vitaminas £ y
D, en comparacidn con la vitiminz A, en 13s CONCERtralitres e&tu-

diadas.

La linealidad obtenida es satisfactoria en 103 niveles de cor
centracifn seleccionados paza las tres vitaminag, (Tadbla €), ddidd

a que el coeficiente de correlacidn es muy <cercand a 1.0

En cuanto a la cuantificacidn tomando los Jatos de la Tadla 4,

Teportanos los datos obtenidos en la Tebla 7.
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De acuerdo con la Tabla 8, observamos que el método tradi-
cional reporta un tiempo de anilisis de 24 hrs., y el método por
HPLC, de 3 hrs., representando una diferencia de 2l hrs., lo que
equivale a 2.6 dfas de ahorro si se analiza el producto vitaminico

por el método de HPLC.

El tiempo requerido para la preparacidn y cuantificacién de
una sola muestra es de 3 hrs., por lo que el uso repetido de este
método permite analizar aproximadamente 4 muestras y una mezcla de
patrones en un dia de 8 hrs. de trabajo de un analista, reduciendo
asf el tiempo de andlisis y cumpliendo con uno de los objetivos -
propuestos. Estc ademis, tiene como consecuencia la disminucin
en cuanto al costo del anflisis del producto ya que el tiempo y =

la utilizacidn de reactivos se reduce considerablemente.

En la Tabla 9, se observa que la inversidn inicial en el mé-
todo por HPLC, es .mayor ($12,227,500) con respecto al método tra-
dicional {$2,323,127) por lo que hay una inversién adicional de

$9,904,373 en el método por HPLC.

En cuanto al costo del anflisis (tiempo de trabajo y gasto de
disclventes), se encuentra que es menor en el método por HPLC., -~
(§4,399), en comparacidn con el método tradicional ($36,762), ha-

biendo una diferencia de $32,363.
De acuerdo con las diferencias obtenidas:

La inversidn adicional en el método por HPLC, se amortiza ana-
lizando 306 muestras, ya que con éste método por cada andlisis se
ahorra $32,363

9,904,373/32,363 = 306 muestras
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De acuerdo con la Tabla 8, se cuantifica una muestra en 3 hrs.
y 4 muestras en 8 hrs. de trabajo, ya que solo es necesario una mez-
cla de patrones de referencia, por lo que las muestras serian anali-
zadas en 306/4 = 76.5 dias, que equivalen a 3.8 meses aproximada-

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

FASE MOVIL Y COLUMNAS RECOMENDADAS PARA ALGUNAS VITAMINAS (10, 11)

MUESTRA FASE MOVIL COLUMNA

VITAMINAS

Niacina, niacinamipa,
piridoxina, tiamina y

riboflavina Metanol-Agua RP 18

Complejo B Propanol-Agua RP 18

Vitamina D, - D.

P 3 Metanol-Agua RP 18

Compuestos Insaturados

y Heterociclicos Metanol-Agua RP 18




k14

FIGURA 3

TABLA DE SELECCION DE COLUMNAS APROPIADAS

MUESTRA SOLUBILIDAD PROP. DE LA COLUMRA FASE MOVIL
MUESTRA

MUESTRA SOLUBLE EN SOLVENTES SOLUBLE EN FASE REVERSA METANOL, HEXANO
ORGANICOS HEXANO NO ACUOSA TETRAHIDROFURANC

(NO POLAR}

SOLUBLE EN ADSORCION HEXANO, METANOL
ALCOHOL

{MODERADAMENTE
POLAR)



TADRLA 3

TIEMPOS DE RETENCION CARACTERISTICOS PARA CADA UNA DE LAS VITAMINAS

(VER CROMAT. FIGS. 4, 5, 6, 7, 8 y 9)

VITAMINA tr. PATRONES tr. MUESTRA tr. MUESTRA
DE REFERENCIA (nin) EN BLANCO

PROPIONATO DE

VITAMINA A 6.88 6.86 -
COLECALCIFEROL 10.91 10,91 -
ACETATO DE dl-

ALFA TOCOFEROL 15.01 15.00 -
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TASLA 4

DATOS DE LOS CROMATOGRAMAS OBTENIDOS DE LA MUESTRA PROBLEMA

{CROMATOGRAMA No.8)

MUESTRA

CROMATOGRAMA 1

CROMATOGRAMA 2

CROMATOGRAMA 3

tr AREA tr AREA tr AREA

Prop. vit. “a" 6.89 5.0069 6.86 4.,9593 6.95 5.0103

Colecalciferol 10.96 2.9887 10.91% 2.9967 10.95 3.0221
Acet. dl-Alfa

Tocoferol 15.08 1.8080 15.00 1,7959 15.05 1.7859

CROMATOGRAMA 4 CROMATOGRAMA 5 CROMATOGRAMA 6

Prop. vit. “A" 6.84 5.0538 6.82 4.9512 6.87 5.1523

Colecalciferol 10,99 3.0456 10.88 2.9447 10.89 2,9901
Acet. dl-Alfa

Tocoferol 1.8005 14.96 1.7605 14.98 1.7811

15.13

Prop. vit. “a"

Colecalciferol

Acet. dl-alfa
Tocoferol

CROMATOGRAMA 7

6.95 5.1790
10.95 3.0591
15.07 1.8195

CROMATOGRAMA 8

6.89 4.9657
10.87 3.0025
14,95 1.8046

CROMATOGRAMA 9

6.89 5.1610
10,93 3.0079
15.01 1.8190

Prop. vit. "a"
Colecalciferol

Acet. dl-Alfa
Tocoferol

CROMATOGRAMA 10

6.87 5.0918
10.9% 3.0020
15.12 1.7905
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TABLA 4 CONTINUACION

DATOS DE LOS CROMATOGRAMAS OBTENIDOS DE LA MEZCLA

DE PATRONES DE REFERENCIA

(VER CROMATOGRAMA No.9)

ESTANDAR

Prop. vit. "a"
Colecaiciferol

Acet. dl-aAlfa
Tocoferol

CROMATOGRAMA 1

tr AREA
6.93 4,6723
10.90 2.,2909
15.07 1.7128

CROMATOGRAMA 2

44 AREA
6.86 4,6680
10.89 2.2504
15.03 1.7183

CROMATOGRAMA 3

tr AREA
6.83 4.6575
10.96 2.2586
14.97 1.,7001

Prop. vit. “A®
Colecalciferol

Acet. dl-Alfa
‘Tocoferol

CROMATOGRAMA 4

6.91 4.5992
10.88 2.2877
15.11 1.6860

CROMATOGRAMA 5

6.86 4.7169
10,86 2,257)
15,00 1.7263

CROMATOGRAMA 6

6.88 4.7024
10,92 2,2628
15,09 1,7001

Prop. vit. "a"
Colecalciferol

Acet. dl-alfa
Tocoferol

CROMATOGRAMA 7

6.88 4.5986
10.85 2.2592
15.06 1.6851

CROMATOGRAMA 8

6.85 4.7309
10.92 2,2939
14,96 1.713%

CROMATOGRAMA 9

6.89 4.6857
10.85 2.2495
15.05 1.71117

Prop. vit. “A"
Colecalciferol

Acet, d)l-Alfa
Tocoferol

CROMATOGRAMA 10

6.81 4.6180
10.94 2.2641
14,97 1.7157
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TABLA S

COEFICIENTES DE VARIACION Y DESVIACIONES ESTANDAR

DE CADA UNA DE LAS VITAMINAS EN LA MUESTRA PROELEMA

MUESTRA

VITAMINA A COLECALCIFEROL ACETATO dl-ALFA

TOCOFEROL
tr AREA tr AREN tr AREA
6.89 5.9069 10.96 2.9887 15.08 1.8080
6.86 4.9593 10.91 2.9967 15.00 ' 1.7959
6.95 5.0103 10.9% 3.0211 15.08 1.7859
6.84 5.0538 10.99 3.0456 15,13 1.8005
6.82 4.9512 10.88 2.9447 14.96 1.7608
6.87 5.1523 10.89 2,9901 14.98 1,7811
6.95 5.1790 10.95 3.0591 15.07 1.8195
6.89 4.9657 10.87 3.0025 14.95 1.8046
€.89 5.1610 10.93 3.0079 15.01 1.8190
6.87 5.0918 10.99 3.0020 15.12 1.7905
prcm. 6,88 5.0541 10.93 3.0060 15.04 1.7966
Desv. std 0.08299 0.03161 0.017978
Coef. var. 1.6424 1.058 1.0007
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TABLA 5 (CONTINUACION)
COEFICIENTES DE VARIACION Y DESVIACIONES ESTANDAR DE CADA

UNA DE LAS VITAMINAS EN LA MEZCLA DE PATRONES DE REFERENCIA

ESTANDAR

VITAMINA A COLECALCIFEROL ACETATO dl-ALFA
TOCOFEROL
tr AREA tr AREA tr AREA
6.93 4.6723 10,54 2.2641 15.07 1.7175
€.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 1.7001
6.88 4.5986 10.92 2,2628 15.06 1.6851
6.85 4.7309 10.85 2.2592 14,96 1,7133
6.89 4.6857 10,92 2,2939 15.05 1,7117
6.81 4.6180 10.85 2.2495 14,97 1.7157
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 0.7578 0.8264




LINEALIDAD

CONCENTRACION AREA DE PROPIONATO COLECALCIFEROL ACETATO dl-ALFA
DE VITAMINA A TOCOFEROL

1) 0.9209 4.459%5 2,0567 1.2396

2) 1.1209 4.7599 2.4733 1,500

3) 1.3209 5.0531 3.0060 1,7966

4) 1.5209 5.3512 3.4626 2.0841

5) 1.7209 5.7023 3,9474 2.3714

Recta de

regresidn Y=3.032+1.5384 X ¥=0.1614+2.3852 X Y¥=-0,079+1.4213 X

Coeficiente

de correlacidn 0.9994 0.9995 0.9996
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TABLA 7
CUANTIFICACION DE LAS VITAMINAS DE LA MUESTRA

PROBLEMA DE ACUERDO CON LAS AREAS OBTENIDAS

PROPIONATO DE VITAMINA A

Peso
Std) 0.2850 g. Potencia: 2495800 u/g.
M 1.3209 g. Densidad = 0.96045 g/mi.

M} 5.0531 (0.285Q) (2495800)

= 583,673.95 u/g.
4.6620 {1.3209)
560,589.64 u/ml,

12,007 exceso

COLECALCIFEROL
Peso
std) 0.0027 g. Potencia: 40 x 106 ufg.
M) 1.3209 g. Densidad = 0,.96045 g/ml.

M) 3.006 (40 x 106) (0.0027}

= 108,539.95 u/g.
2.2644 (1.3209)
104,247.19 u/mi.

39.08 exceso

ACETATO DE dl-ALFA TOCOFEROL

Peso
std) 0.0758 Potencia: 996 u/g.
M) 1.3209 g, Densidad = 0.96045 g/ml.

M) 1,7966 (0.0758) (996)

= 60.029 wu/q.
1.7106 (1.3209)
57.6549 u/ml.

15.0% exceso
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TABLA 8

EVALUACION ESTIMATIVA DEL TIEMPO DE ANALISIS DEL

METODO ESTUDIADC POR HPLC Y EL METODO TRADICIONAL

VITAMINA TIEMPO DE ANALISIS
A 4.0 hrs.
D 12,0 hrs.
E 8.0 hrs.
A, DYE 3,0 hrs.

METODO

Tradicional

Tradicional

Tradicional
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TABLA 9

EVALUACION ESTIMATIVA DEL COSTO DEL ANALISIS DEL

METODO ESTUDIADO POR HPLC YDEL METODO TRADICIONAL

HPLC

Instrumental y material de laboratorio

(inversién inicial) $12,227,500
Reactivos/muestra $ 2,224
Tiempo/muestra 3 x 725 {salario por hora $725) $ 2,175
Gasto del andlisis por muestra $ 4,399.00
METODO TRADICIONAL

Instrumental y material de laboratorio $2,323,127
(inversidn inicial)

Reactivos/muestra $ 19,362
Tiempo/muestra 24 x 725 (salario por hora $725) $ 17,400

Gasto del andlisis por muestra

§ 36,762.00
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CONCLUSIONES

Encontramos que el método por HPLC, es mejor gue los métodos
’ tradicionales para la cuantificacibén de las vitaminas A, Dy E en

t&rminos de costo, velocidad y simplicidad. (Tablas 8 y 9)

La técnica presentada es f3cil y requiere un minimo de opera-
ciones, lo cual permite que se obtengan resultados reproducibles

en un tiempo razonable de andlisis.

El costo del andlisis de un lote del producto por HPLC, es de
aproximadamente un 88t menor al costo del an3lisis por medio de -

las técnicas tradicionales.

La ténica es sumamente sencilla debido a que se han eliminado
pasos como la saponificacién, purificacibn por columna, evaporacién,
etc. (25}, en donde es posible obtener pérdidas de muestra, por lo
tanto ésta técnica proporciona mayor sequridad y reproducibilidad
ya que se pueden conservar las mismas condiciones de trabajo entre

las determinaciones (26, 27, 28).

En base a los datos de linealidad, se encontr§ que pueden de-
terminarse satisfactoriamente las vitaminas en una concentracién -
que va desde 2 u/ml, que es la mInima que corresponde a la vitamina
E,hasta 15,000 u/ml. que es la mixima que corresponde a la vitamina

A,

A~
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