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l.- INTRODUCCION



En la industria Farmacéutica actual se requicere de métodos
analiticos que permitan realizar en forma confiable y rédpida, la
determinacidén cuantitativa de fdrmacos activos solos o asociados
con otros fdrmacos en los diversos tipos de medicamentos existen

tes en el mercado.

Es frecuente encontrar dificultades para el andlisis de ca-
da una de las substancias debido a la complejidad y variabilidad
de la composicidon de los medicamentos existentes. Por lo mismo
se hace dificil encontrar en la literatura un camino claro y rec
to a seguir, por lo que sec modifican y adaptan proccdimientos ya
existentes para lograr la cuantificacidén confiable de las subs--

tancias por analizar, o bien, se desarrolla un nuevo método.

Por 1o anterior, uno de los objetivos que persigue el Desa-
rrollo Analitico es implementar nuevos métodos de cuantificacién
de féarmacos activos o la adaptacidén y/o mejoramiento de técnicas
ya existentes para la deteccidn y cuantificacién de las substan-
cias farmacoldgicamente activas de interés, de una manera répida

confiable y, en la medida de lo posible, al menor costo.

El propdsito de este trabajo fué el de desarrollar un méto-
do analitico qu permita determinar sumultdncamente las vitaminas
del complejo B contenidas en un polifidrmaco (Clorhidrato de Tiami
na, Nicotinamida, Clorhidrato de Piridoxina y Riboflavina 5-Fos-
fato de Sodio). El método propuesto para lograr csta f{inalidad
es mediante la utilizacidn de la Cromatografia de Liquidos de Al
ta Resolucidn con deteccidn de las vitaminas en la regién de Ul-
travioleta. La técnica cromatogrifica cmpleada en cste trabajo
estd basada en la formacidn de un par i6nico entre la substancia
de interés y un contraidén adecuado segin se explicard mids adelan
te.



- 'Se realizaron estudios de cspecificidad para cada una de las
vitaminas y posteriormente se llevd a cabo la validacidn cstadis-

tica del método.

Por @iltimo se discuten las ventajas y desventajas del método
desarrollado.



11.- GENERALIDADES



CROMATOGRAFIA LIQUIDA MODERNA.
1.1. TIntroduccién (10. 17, 22).

La cromatografia es un proceso que basicamente involu-
cra la separacidn de substancias debido a diferencias en su
equilibrio de distribucién entre dos fases inmiscibles. Una
de estas fases, es una fase "m6vil'" y la otra, es una fase -
"estacionaria'. Los componentes de la mezcla migran a tra--
vés del sistema cromatogrdfico a diferentes velocidades, los
componentes de la mezcla que tienen ya equilibrio de distri-
bucién favorables hacia la fase estacionaria migran mis len-
tamente que aquellos que ticnen un equilibrio de distribu---
cién favorable hacia la fase mévil. La separacidén es pués,
el resultado de las diferentes velocidades de migracién de -
los componentes de la mezcla como consecuencia de las dife--
rencias en los equilibrios de distribucién. El1 proceso cro-
matogrdafico se¢ inicia al colocar los componentes de la mez--
cla al principio del sistema cromatogridfico ocurriendo el -
desarrollo a través del sistema. Si el sistema estd compues
to de una columna, los componentes eluyen a través de ésta -
de acuerdo con sus cquilibrios de distribucién entre la fase
estacionaria y la fase moévil, la distribucidn de la concen--
tracién va tomando una forma simétrica y guasiana conforme -

se va verificando el proceso cromatogriafico.

l.os métodos cromatograficos pueden ser clasificados de
acuerdo al tipo de fase mdévil y fase estacionaria seleccio--
nadas. La Cromatografia de gases involucra aquellos en los
cuales la fase mdévil es un gas; la Cromatografia liquida mo-
derna involucra aquellos en los cuales la fase mévil es un -
liquido. Las diferentes fases estacionarias dan origen a --
las 1lamadas cromatografias liquido-liquido, gas-s6lido y 11
quido-s6lido.



Dentro de la cromatdgrafia de liquidos existe una téc-
nica c1omatogla£1ca Lonoc1da ‘como .cromatografia de reparto 6
part1c1on ~EL pxoccso responsable de la retencién es una -
d15tr1buc1on 11qu1do 11qu1do, ésto es que el proceso de equi
librio ‘es- plactlcamente 1dent1co al de la extraccidédn liquido
-11qu1do.

En el caso de que la Cromﬁtografla de Particidén se ---
efectue en "fase normal", la fase estacionaria serd la mas -
polar de los dos liquidos. Esta fase se adsorbe formando --

-una pelicula muy delgada sobre la superficie de un sélido fi
namente dividido, el cual es el soporte de la fase estaciona
ria. En teoria, el Gnico papel del soporte en este tipo de
cromatografia es contener a la fase estacionaria. La fase -
mévil es un disolvente menos polar inmiscible en la fase es-
tacionaria. Muy a menudo la fase estacionaria es agua o una

solucidén acuosa y la fasc mévil es un disolvente orgédnico.

Cuando 1a fase estacionaria es un disolvente no polar
(disolventes orgidnicos) y la fase movil es polar (agua, 6 so
lucién acuosa de disolventes orgdnicos mids o menos polares
como metanol, acetonitrilo, eﬁc.), esta técnica se conoce co

mo cromatografia en fase reversa 6 fase invertida.

Como las fases estacionarias quimicamente enlazadas --
son mas estables que las fisicamente adsorbidas, su uso es -
mis simple y se obtienen eficiencias mayores, por cso han --
desplazado casi por completo a la cromatografia de reparto -
sobre fases impregnadas. Las fases quimicamente enlazadas -
se unen al soporte mediante enlaces covalentes. Debido a --
que no se conocia en principio su mecanismo de retencidn se
les clasificé originalmente dentro de la cromatografia de re
parto. Sin embargo, Horvath et al han realizado estudios en



‘anos recientes- para tratar de d11uc1dar el comportamiento de

.estas: fases, el cual 1o han expllcado mediante la teoria del
‘efecto solvofoblco, s1endo esta teoria la mas aceptada ac---

tualmente.

Otros'qvances recientes cn la cromatografia liquida --
‘son 1a obtencién de fases estacionarias de granulometria pe-
quefia- (3, 5y 10 gm) con 1o cual se obticnen mayores eficien
cias y mayor resolucidn, y, el desarrollo de ecquipoaltamente
automatizado que permite efectuar mayor nimero de andlisis -
“en menor tiempo.

En general, la cromatografia en fase normal se¢ usa pa-
ra separar compucstos polares y medianamente polares. Los -
compuestos menos polares se¢ separan por cromatografia en fa-
se reversa, ésta Ultima es la que tiene mayor utilidad ac---
tualmente debido a su sencillez y a que permite separar una
gran variedad de compuestos.

1.2. Cromatografia de Pares de lones (9, 22, 23).
1.2.1. Introduccién.

Esta técnica cromatografica surge a mediados -
de la década de los setentas como una alternativa en la sepa
racidon de compucstos idnicos, dadas las limitaciones préacti-

cas que presentaban las columnas de intercambio idnico.

El desarrollo de la cromatografia de pares de iones se
atribuye generalmente a G. Schill et al. Ellos fueron los -
primeros en aplicar las técnicas de extraccién con pares de
iones a la cromatografia liquida moderna. Encontraron que--
las columnas de silica gel y celulosa podian ser cubiertas
con una disolucién acuosa de un reactivo capaz de formar pa-
res de iones y empleando fases méviles poco polares, se po--



dian obtener excelentes separaciones de ecspecies idnicas.

Las primeras publicaciones sobre cromatografia de pares de --
iones consideran un sistcma constituido por una fase liquida
impregnada sobre un soporte, la fase estacionaria, y otro 1i
quidono miscible con la fase estacionaria denominado fase md
vil. Una de estas fases es acuosa y contiene sales, amorti-
guadores de pH y el agente formador del par de iones al cual
'se le llama contra-idén; la otra fase estd formada por un di-
solvente o mezcla de disolventes orginicos con capacidad pa-
ra extraer el par de iones soluto/contra-ién de la fase acuo
sa. El contra-ién es un idén de carga opuesta a la de los so
lutos que se desean separar y puede ser orginico & inorgéni-
co. Dependiendo de que la fase acuosa sea m6évil o estaciona
ria se tratard de cromatografia en fase reversa 6 en fase md

vil respectivamente.

Como es de esperarse, este sistema tiene los proble
mas inherentes a las {ases impregnadas por lo que se ha desa
rrollado la cromatografia de pases de iones en fase reversa
sobre fases estacionarias quimicamente enlazadas que han ve-
nido a desplazar totalmente a las fases impregnadas. Es & -
esta Gltima técnica a la que nos referiremos exclusivamente

a continuacidn. .

1.2.2. Fases Estacionarias en la Cromatografia de

Pares de Iones en Fase Reversa,

Se utilizan las mismas fases cstacionarias
usadas en cromatografia en fase reversa (cadenas de 8-18 --
carbonos enlazadas quimicamente a la silice mediante una --
reaccién de silinizacidn).

1.2.3. Fases Moviles en la Cromatografia de Pares
de ITones cn Fase Reversa.



Se utilizan como talcs una mezcla de agua/di
solvente organico. Las mezclas mds utilizadas son agua/meta
nol y agua/acetonitrilo. La fase mévil ademds contiencalgin
amortiguador de pH que permite fijar el pH del medio con lo
cual se garantiza que los solutos por scparar cstén joniza--
dos; también contiene algunas otras sales inorgdnicas y una

sal del contra-idn.
La retencidn de los solutos se ve modificada

por diversos parametros que se pueden manejar, tales como:

variacién de la naturaleza del contra-ién 6 de las sales, va
riacién de la proporcién del disolvente orginico, cambios en
el pH (que eventualmente provoca cambios en la selectividad),
cambios en la concentracidn de sales en la fase mdvil parti-
cularmente de iones del mismosigno que el soluto y cambios -

en la concentracidon del contra-ién.

El contra-ién es generalmente un ién orgini-
co cuya molécula poseé una parte hidrocarbonada importante.
A mayor area hidrocarbonada en la molécula del contra-idén ma
yor serd la rctencién de los solutos. Como contra-iones son
muy utilizados los iones alquilsulfato y alquilsulfonato (pa
ra separar solutos catidnicos) y, los iones tetraalquilamo--
nio 6 aminas terciarias ionizadas (para separar solutos anig

nicos).

1.2.4., Mecanismos de Retencion.

El mecanismo de retencién en esta técnica --
cromatogridfica aGn no ecstda completamente elucidado. Sin em-
bargo, pese a las fuertes polémicas existentes, se aceptan -
los siguientes mecanismos de retencién como los mis proba---

bles.
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a) Adsorcién del soluto ibnico en la fase estacionaria.

b) - Adsorcidn del contra-ién en la fase estacionaria segin
su isoferné de adsorcidn.

c) Formacién de pares de iones soluto-contraién en el cluen-
te. o

d) Intercambio I6nico dindmico que segin muchos investigado-
res- es el que permite explicar en mayor medida el compor
tamiento observado en los solutos.

e) Formacidén de Pares de Iones soluto-contraidén en la fase
estacionaria.

1.2.5. Aplicaciones.

En general, la cromatografia por formacién
de pares de iones ha sido aplicada a muestras de naturaleza
polar tales como bases, 4dcidos, iones y compuestos con va---
rios grupos ionizables. También se ha utilizado para el ani
lisis de fluidos fisioldgicos. Algunos ejemplos de aplica--
cién son: separacidn y andlisis de alcaloides, analgésicos,
antipiréticos, antibiéticos, antihistaminicos, antitusivos,
vitaminas hidrosolubles, aminosulfonatos e hidroxisulfonatos
de colorantes, surfactantes, descongestionantes, etc.

1.3. Conceptos Bisicos en Cromatografia (11, 14, 17)
1.3.1. Tiempo de Retencidn (tr)'

Es el tiempo que la muestra permanece dentro
de la columna y se mide desde el momento en que la muestra -
se introduce en el sistema hasta el momento en que se obtie-
ne el punto de la sefial o pico. El tiempo de retencién es -
caracteristica de la muestra, la columna, la fase mévil y 1la
temperatura. Por lo general se emplea como medida de tipo -
cualitativo.
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1.3.2. Tiempo Muerto (tg 6 'tp)-

Es el tlempo 1equer1do par eluir una muestra
1.

de retenc1on de la fase m6évil misma, o bien de una muestra

no reten1da e 'olumna Y. se determina midiendo el tiempo

sxmllar.‘ﬂ‘*
1.3.3.) Tibmpo de Retencidn Ajustado (t;).

Es la diferencia entre tr y to’ ¢s decir, la
medida del tiempo que la muestra permanece retenida en el ma
terial de relleno de la columna. Dicho de otra manera, t.
es el tiempo total de permanencia en la columna, ty el tiem-
po que la muestra permancce en la fase mévil, y por lo tanto
ty es el tiempo que la muestra permanece retenida en la fase
estacionaria.

1.3.4. Anchura de la Base de las Senales (W).

Es la porcidn de linea base interceptada por
tangentes trazados a ambos lados de una sefial cromatogrifica
asumiendo que la forma de la senal es gausiana, esta anchura
es aproximadamente igual a cuatro veces el valor de una des-
viacidén standard (¢°); este valor de anchura se emplea en el
cilculo de la resolucidén y eficiencia de los sistemas croma-

tograficos.
1.3.5. Namero de Platos Tedricos (N).

Una de las mids importantes caracteristicas de
un sistema cromatogrdfico es su eficiencia o nimero de Pla--
tos Tedéricos N. El namero de platos N puede ser definido a
partir de un cromatograma de una banda sencilla como sigue:

N = (ty/q)?



donde:tf;cs’el tiempo de retencion del soluto, y -2 es la va
“rianza de la banda en unidades de tiempo. E1l cdlculo practi-
code N a partir de un cromatograma obtenido experimentalmen-
te es hecho de manera méds conveniente en términos del ancho -
de la banda mas que de la varianza de la banda, quedando la -

expresidén para N como sigue:
N = 5.54 (tp/W)2

donde W es la anchura de la banda tomada a la mitad de la al-

tura del pico.
1.3.6. Altura Equivalente de un Plato Tebérico (H).

: ) Otra medida de la eficiencia de la columna es-
téd-dada“por la Altura de un Plato H (también la altura equiva

lTente de un Plato Tedrico):
H = L/N

donde L es la longitud de la columna, H es la altura del pla-
to en unidades de longitud y, N es el nimero de platos tedri-

cos.

NESPUFSTA DELIETICION

Fig. 1. Cromatograma Tipico
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1.3.7.  Coeficiente de Distribucién 6 de Reparto (Kp).
,.V‘Séfdcfinérpori

'K -~ _'Masa de Muestra en F.E./Volumen de F.E.
Masa de Mucstra en F.M./Volumen de F.M.

El coeficiente de distribucidén es una propicdad fisico
quimica fundamental de cada substancia. Es caracteristico de
cada soluto, del sistema de fase mévil y de fase estacionaria

en consideracién y también es funcién de la temperatura.

1.3.8. Factor de Capacidad (k).
Se define por:
K’ = tyr - to _ ty _ tiempo en la fase cstacionaria
N te T Tty T tiempo en la fasc mévil

1.3.9. Resolucién (R).

Es una medida cuantitativa del grado de separa

cién obtenido entre dos compuestos(A y B):
R =, 2at _ 2(trp-tra)
T(Wa + Wb) (Wa + Wby
T, Wg y Wp dcbenser expresados en las mismas unidades. Un va
lor de R igual a 1.5 significa separacidén completa.
1.3.10. Selectividad (=).
Valores elevados de « significan mejores secpa
raciones.
= = typ/tra
En forma prictica se puede decir que « c¢s una medida

de la solubilidad diferencial de dos compuestos en la fase -

estacionaria.
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DESARROLLO Y VALIDACION DT MFTODOS ANALITICOS

2.1. Introduc51on

E -dcsarrollo analltluo es, actualmente, una actividad

que ha ‘venido. ganandoimdyor importancia debido entre otras -
cosas a los réQuérimiéntoskcada vez mds estrictos para los -
productos farmacéuticos, a la nccesidad de llevar a cabo es-
tudios de estabilidad tanto para nuevos productos como para

productos ya existentes, a la rcalizacidén de estudios de biog
disponibilidad y/o bioequivalencia y para el disefio de méto-
dos rutinarios para el andlisis de pfincipios activas en con
trol de calidad.

Por lo mismo estos métodos deben ser cuidadosamente -
disefiados y validados para que puedan ser utilizados con con

fianza y rapidez y en lo posible, a un bajo costo.

Desarrollar un método analitico es desarrollar una --
técnica que permita realizar en forma confiable, répida y a
un costo razonable, la determinacién cuantitativa de substan
cias farmacoldgicamente activas y de otro tipo de substan---
cias relacionadas como los metabolitos o subproductos de sin
tesis. Para ésto, se puede scleccionar un método adecuado -
para un problema particular, &, se puede adaptar un método -

ya existente.

Un buen método analitico es aquel que cumple con las
caracteristicas de confiabilidad, rapidez y costo para el --
fin para el que se pretende disefiarlo. Sin embargo, esto --
mismo estad limitado a la disponibilidad de recursos técnicos
y econdmicos con los que se cuentan, que en Gltima instancia
son los que permitirén desarrollar el método mds conveniente
para nuestras necesidades,
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Cuando se desarrolla un método analitico, generalmente
se atravieza por las- siguientes etapas: revisidébn bibliogri
‘fiCa; adaptacién 6 desarrollo del método analitico, estudio
de'laespecificidad del método (que incluye someter a condi
ciones extremas de degradacidén varias muestras de materia -
prima y/o formulacidn completa asi como también placcbhos,
con la finalidad de obtecner productos de degradacidén que pu
dieran interferir en la deteccidn de las substancias de in-
terés y de esta forma definir si los resultados obtenidos -
son debidos a las substancias en cstudio 6 a interfercncias

como se explica en (2.2}) y validacion del método.

En la revisidon bibliogriafica se investigarédn las pro--
piedades fisicoquimicas de las substancias en estudio y se
buscan métodos reportados en la literatura que pucedan ser--
vir de guia en el desarrollo del método. Durante cl desa--
rrollo del método propiamente dicho, se establecen los re--
cursos, técnicas y las condiciones experimentales del méto-
do. Finalmente, para conocer la confiabilidad de los resul
tados obtenides, se hacen estudios de especificidad y la va
lidacién estadistica del método mediante la evaluacién de -
los parimetros tales como: exactitud, precisién y lineali-
dad.

Debido a que una parte importante del desarrollo de un
método es la determinacién de la especificidad y la valida-
cidén estadistica del método, a continuacién se dard una bre
ve descripcidn de lo que abarca cada aspecto de la valida--

cién de un método.

2.2, GEspecificidad (18).

Por especificidad sc puede entender el que la detec--

cién de las substancias de interés por el método se haga sa
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tlsfactorlamente en presencla de muchas otras substancias --

que - puedan interferir como pueden ser: impurezas, componen--

tes ‘de: la formulac10n y de esta forma, se puede determinar -

151 1os resultados obtenidos son debidos a la substancia en -

'estudlo 67a interferencias.

En la practica se puede demostrar la especificidad de -

la.siguiente manera:

A)

Cuando se trata de una materia prima, analizar las subs-
tancias de acuerdo con el método para determinar si las
impurezas y/o productos de degradacidén presentes inter--
fieren. Si se trata de una formulacién, se analizan pla
cebos para determinar si los excipientes interfieren.
Habiendo determinado ésto, se podrdn hacer las modifica-

ciones pertinentes al método.

Examen de la estructura quimica de cada componente de la
formulacién para poder deducir cambios estructurales ---
(productos de degradacidn).

Obtener posibles productos de degradacién tanto de la ma
teria prima como de muestras de placebos y formulaciones
segin el caso del que se trate mediante el sometimiento
de éstos a condiciones extremas de degradacidén como por
ejemplo: temperatura (80°C-100°C), luz solar, luz ultra
violeta, temperatura ambiente (como referencia), durante
un periodo de tiempo razonable, para obtener posibles --
productos de degradacién y analizarlos segan el método -
desarrollado.

En la medida de lo posible, obtener precursores y anali-

zarlos.
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2.3. Validacién Estadistica (6,8).

‘ ya
que nunca ‘se podra ‘conocer el valor real. Esto se debe a --

que ‘ninguna“ medicién se encuentra libre de error y lo que se
esta determinando es un-valor que difiere del valor real con
una diferencia llamada error absoluto.

Ademds, cada medicidén estard sujeta a cierta
incertidumbre en el valor final obtenido, sin tomar en cuen
ta su relacidébn con el valor verdadero. Asi, cualquier medi
cion 6 valor medido puede expresarse con un nGmero limitado
de cifras, y la cifra final o significativa, reflejard la -
confiabilidad del método de medicidn.

Existen dos tipos de errores: Los sistemdti-
cos 6 determinados y los indeterminados 6 aleatorios. Un
error sistemdtico es aquel cuya fuente puede localizarse o
definirse y de esta manera tratar de eliminarlos lo mis po-
sible. Algunas de estas fuentes de errores sistemidticos --
pueden ser: errores instrumentales, errores del método, --
errores de operacién, errores personales. Un error aleato-
rio es aquel que no puede atribuirse a una causa conocida,
ni puede predecirse su magnitud o direccién para una medi--
¢idén de una serie de datos 6 para una sola medicién, no son
posibles de identificar ficilmente, ocurren de una manera -
aislada, fortuita y accidentalmente.

v

En vista de que los errores aleatorios no pue
den predecirse con exactitud una manera de estimarlos es me
diante técnicas estadisticas las cuales proporcionan un pa-
norama de su magnitud, frecuencia de ocurrencia y efecto en
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la expre51on flnal del resultado. A partir de dicho andli--

sis puede cbtenerse: un- indicio-de las probabilidades de ocu-

rrenc1a d TTOTES 1ndeterm1nados

g cuando los errores sistemiticos pueden ser
detectados
estad1st1cas apropladas con el-cual evaluaremos de una mane-
ra més acertada la-concordancia de los valores estlmados con

ambien es posible evaluarlos mediante técnicas

el calor real

Para evaluar la influencia de los errores alea
torios, se’evaldia la precisidn del método y para los errores
determinados, la-exactitud del método.

2.3.2. Exactitud.

Es la concordancia existente entre un valor de
terminado experimentalmente y su valor real. La evaluacidn
de la exactitud se puede llevar a cabo efectuando inferen---
cias estadisticas en base al valor real mediante:

A) Pruebas de Hipd6tesis: Verificacidén de que los datos ex-
perimentales pertenezcan a una distribucidn especial cu-
yo pardmetro es el valor real. Esta distribucidn espe--
cial es la de "t" de Student'" (para pecqueiias muestras) y
que esta definida por la expresidn:

t = (X -p)/S/ V nt

donde: = media de las determinaciones.
media tedrica = 100% (poblacional).

= desviacidn standard de las determinaciones.

3 = x|
1l

= nGmero de determinaciones.

Se establece un contrdaste Ho: X = B Hipétesis nula.
X # JA Hipoétesis alterna
tiva.

de Hipétesis: : Hy:
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con lo que se determina.si-el método-es exacto para una
regién de aceptacién:é de rechazo del 95% con una signi-

ficancia de 0.05.. "

B) . Intervalo.de Cohfianzai{,Permite evaluar dentro de que
intervalo se localiza el valor verdadero del parimetro,
esto se hace mediante:

IC-‘-"}?itogs S/ \1 n
2.3,3,7'Pfecisi6n.
Se refiere a la dispersién que hay de las medi
“ciones dlrededor de su valor central o valor medio, & lo que

es - lo mismo, medida de la concordancia de los valores experi
mentales alrededor de un valor central.

La precisi6n evalia dos aspectos: 1la repetibi
lidad y la reproducibilidad del método.

2.3.3.1. Repetibilidad.

Esta es la concordancia entre valo--
res sucesivos determinados bajo condiciones iguales de traba
jo y un valor central. Una manera de evaluarla es mediante
el cédlculo de la-:desviacidn standard de los:resultados obte-
nidos. La inferencia de la variabilidad de los resultados -
obtenidos se hace mediante la prueba de )LZ que estd defini-

da por: ,XZ _ _(n - 1% (5%)
a
donde: n = numero de determinaciones.
$2 = varianza muestral.
VZ = varianza tebérica (poblacional). Representa la

variabilidad del método. (Este valor se selec
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ciona basidndose en la variabilidad que por ex-
périencia generalmente presentan los métodos.
En.el caso 'de la Cromatografia de 11qu1dos mo-

~derna Pl‘valor seleccionado es U'

del métdd’c i
- = VZ Hipétesis nula.
# T2 Hipdtesis alternativa.

_ . Para una region de aceptacidén 6 de rechazo del
'95% coﬂ7una 51gn1f1canc1a de 0.05.

La evaluacién del intervalo de confianza para
determinar entre que valores se encuentra el valor verdadero
del-<pardmetro se hace mediante:

‘.‘
IC95%= (n_l) (S) —d g

- 1)
)(1--‘./2 'Xi/z

2.3.3.2. Reproducibilidad.

(n (s%)

Esta es la concordancia entre valo-
res sucesivos y un valor central pero determinado bajo dife-
rentes condiciones de trabajo (analistas, dias, equipos, la-
boratorios, etc). Una manera de evaluarla es mediante la de
terminacion del cuadrado medio del error de varianza. Para
la determinacidén de cste parimetro estadistico se utiliza un
disefio experimental denominado andlisis de varianza en el --
cual se analizan todas las interacciones existentes al traba
jar el método desarrollade. Existe un analisis de varianza
mds simplificado que solo involucra las interacciones analis
tas, dias, y analistas-dias de donde se puede inferir el cua
drado medio del error de varianza como un estimador de la re
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proﬁﬁcibii da
modéiO'\ i

- donde: ‘
e 5fyijk. :kporcentaje cuantificado con el i-ésimo
analista dado el j-ésimo dia de la k-¢
sima repeticidn.
A = efecto del analista i en el porcenaje
cuantificado.

Dj = efecto del j-&simo dia en el porcenta-
je cuantificado.
ADij = interaccidén analista-dia.

E(ij)k = error experimental, el cual es una me-
dida de la reproducibilidad.

/L = el pardmetro que representa el valor
real del porcentaje de recobro donde !
no hay efeccto por analista 6 dia.

La tabla de andlisis de varianza que representa el modelo -

seleccionado queda como sigue:

Factor de Variacién. Grados de Libertad. Producto Simplificado. Suma de Cuadrados. Cuadrado Medio F al :
calc, ;

5 |
A a-1 j-1 2 -y :
. j Yi.. Yoo sc -1 3
L AEES Ala CMA/CM,
bj b-1 i1 v2i -yl SCp/b-1 ICM-E
R T o/ e %
AD (a-1)(b-1) J 1 i i ;
i a- . ijei-je vij. - yi.. s . . '
i j 5! y% Can/(a-1) (b-1) CMyp/C
ac 119

E(ij)k {a-b) (c-1) 1jk-1j yijker vl stprablee1y  ee-e- ;
[4
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2.3.4. 'Linealidad.

' La linealidad es la relacidn existente entre -
una-variable.independiente dentro de un intervalo considera
do. En-el caso particular de la cromatografia serd el in--
tervalo donde la sefial obtenida es directamente proporcional
a la cantidad de muestra. Esta relacidén queda establecida -
por la ecuacidén de una recta:

y =mx + b
donde: y = variable dependiente (sefial o respuesta).
x .= variable independiente (cantidad de muestra).
b = ordenada al origen.

m = pendiente.

La ecuacidn de esta recta puede servir para fines pre-
dictivos de la.variable dependiente cuando se conocen o su-
ponen los valores de la variable independiente.

La linealidad se evalGa mediante una regresi6n lineal
utilizando el método de minimos cuadrados. La recta asi ob
tenida serd la que mejor se ajuste a el conjunto de valores
obtenidos experimentalmente siendo la ecuacidn de esta rec-

ta de regresién:
v dx o+ B
Donde: y = cantidad recobrada.
X = cantidad adicionada.

ordenada al origen poblacional = cero

-5 B
il

= pendiente poblacional = 1.
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El aJuste de 1os valores experimentales al modelo 1i--
neal propuesto se puede conocér mediante dos valores: el --
qgef1c1ente de determinacién rl y el coeficiente de correla--
; 1a¢i6n'f{‘kMientras mids se acerquen éstos al valor de 1, el -
modelo lineal propuesto serd el mds aproximado a una recta.

Para inferir que tanto la recta de ajuste de los valo--
res‘experimentales se acerca al modelo de regresién lineal --
propuesto, se recurre nuevamente a establecer Pruebas de Hipd
tesis tanto para la pendiente como para la ordenada al origen
estableciendo para ellos sus respectivos intervalos de con---
fianza a un nivel de significancia dado. Las Hipdétesis que -
se establezcan quedardn como se indica a continuacidn.

A) Ordenada al Origen: Ho: b =7 dondefg = cero, Hipétesis
nula.

Hy: b # /# Hipétesis alternativa.

B) Pendiente: Ho: m = & donde # = 1, Hipétesis nula.

Hivoom £ ¥ Hipétesis alternativa.

El estadistico de prueba utilizado para comprobar es--
tas Hipotesis de la "t de Student" considerando como valores
poblacionales cero y uno para la ordenada al origen y la pen
diente respecitivamente. Las expresiones de la t de student
para éstas serén.

A} Ordenada al Origen:




B) - ..Pendiente:

A
Sy/x

n =

24

(m -8) Sxyn -1
A
Sy/x

t

calc

valor de la pendiente experimental.
pendiente tedérica = 1 (poblacional).

valor de la ordenada al origen poblacional.
ordenada al origen tedrico = cero (poblacio
nal.

Cantidad adicionada.

media de las cantidades adicionadas.

desviacidén estindar de las cantidades adi--
cionadas.

= error standard de estimacidén modificado.

nimero de determinaciones.

La evaluacién de los intervalos de confianza para la -

ordenada al origen y para la pendiente a un nivel de signi-
ficancia dado (siendo éste igual a 0.05) para determinar en

tre que valores

se encuentra el valor verdadero de la pen--

diente y de la ordenada al origen se hace utilizando las ex
presiones siguientes:

A) Ordenada al

iC

B) Pendiente:

IC

Origen:
P e ¥

+ A X3
~ %.95 (Sy/x)J £ <

ni(xi - X

]
o

)é

+

=m—t
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3.- MONOGRAFIAS DE LAS VITAMINAS
3.1.. Nicotinamida.
3.1.1. . Nombres Quimicos y Sindnimos (19).
Nicotinamida; amida del acido nicotinico; nia-
_cinamida; amida del dcido 3-piridinocarboxilico; vitamina PP;
piridina 3-carboxamida.

3.1.2., Fbérmula Condensada (19).
- CeHeNao-
3.1.3. Foérmula Desarrollada(19).

( W
\l
- :
Cﬂ.‘d|2

3.1.4.--Peso Molecular (19).
122.12
3.1.5. Descripcién (19,20,21).

Polvo cristalino blanco, 6 cristales incoloros
con ligero olor caracteristico y sabor salado. Absorbe in--
significantes cantidades de humedad cuando se somete a condi
ciones de humedad relativa por arriba del 90% a 25°C.

3.1.6. Fuentes Naturales. Sintesis y/o Biosintesis(15,16

Se presenta en plantas y animales, generalmen-
te en forma conjugada (sistemas enzimaticos).

Se prepara haciendo reaccionar clorurc de tio-
nilo con &cido nicotinico y tratado a continuacidn al cloru-
ro de dcido formado con amoniaco. Alternativamente se prepa
ra haciendo pasar gas de amoniaco sobre dcido nicotinico fun
dido.



.1.

Ensayoéiq¢;

A)

B)
c)

D)

_YSdiuviliéad;  *1 parte de Nicotinamida en

e

dentidad (2,20,21).

*1-parte de agua.

*1 parte de Nicotinamida en
1.5 partes de Etanol,

*1 parte de Nicotinamida en
10 partes de Glicerina.

Punto de Fusidn: 128°C-131°C.

Caracteristicas de Absorcién al Ultraviole

ta: en etanol presenta un mdximo a 262 nm
(E1%-1cm = 218), y dos inflexiones a 257
nm y 269 nm. En HC1l 0.1M presenta un maxi
mo a 261 nm (El%-lcm = 454).

Caracteristicas de Absorcidén al Infrarrojo:
los principales midximos determinados en pas
tilla de KBr son: 1300 cm !, 1324 cm’?,

744 cm”l.

Ensayos de Pureza (20,21).

A)
B)
0)
D)

E)

Pérdida al secado: no mas de 0.5%.
Residuo a la ignicién: 0.1%.
Metales pesados: no mids de 0.003%.

Substancias carbonizables: una solucidn
de prueba no debe tener mids color que una
solucién de referencia USP.

pH.de una solucién: Una solucién al 5% en
agua es neutra al tornasol.



27

3.1.9. Estudios de Estabilidad (5).
Generalmente es muy cstable. Puede sufrir hi-

drdlisis en condiciones dridsticas de acidez o basicidad y --
formar dcido nicotinico (niacina).

3.1.10. Funciones Fisiolégicas (4,13).

Es precursora de la coenzima NAD (nicotinamida
adenina dinucleétido) la cual toma parte en el metabolismo -
de todas las células vivientes. Su deficiencia provoca se--
rios trastornos metabdlicos.

3.1.11. Farmacodinamia (13).

Se absorbe facilmente de todas las porciones -
del tracto gastrointestinal, y la vitamina se distribuye por
todos los tejidos. La via mds importante del metabolismo de
dcido nicotinico es la formacidén de N-metilnicotinamida, que
a su vez sigue metabolizdndose a N-metil-4-piridona-3-carbo-
xamida; sestos metabolitos son excretados en la orina.

3.1.12. Toxicologia (2,13,19).
Esencialmente libre de efectos colaterales y no
causa vasodilatacidén como el dcido nicotinico, por lo que se

prefiere a ésta para el tratamiento de las deficiencias de -
la niacina.

LDgp en ratas (via subgutdnea): 1.68 g/Kg.
3.1.13. Dosis (2).
A) Profilactica: 15-30 mg diarios (via oral).

B) Terapéutica: 50 mg/3 veces al dia (via
oral).
25-50 mg/2 veces al dia
(via parenteral).
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S 3.1.14. Usos (13,19).
En-~la profilaxis y tratamiento de la pelagra.
3.1.15, Conservacién (20,21).

En recipientes hermé&ticamente cerrados y prote-
gidos de 1la luz.

3.2. Piridoxina, Clorhidrato.
3.2.1. Nombres Quimicos y Sinénimos (19).

Clorhidrato de piridoxina; Clorhidrato de piri-
doxol; vitamina Bﬁ; cloruro de piridoxonio; clorhidrato de --
adermina; 5-hidroxi-6-metil-3-4-piridinodimetanol clorhidra--
to; 2-metil-3-hidroxi-4-5-bis(hidroximetil)piridina clorhidra
to; 5-hidroxi-6-metil-3-4-piridineocarbinol clorhidrato; 3-hi
droxi-4-5-dimetil-ol-picolina clorhidrato.

3.2.2. Formula Condensada (19).
C,H,,CINO,.

8712 3
3.2.3. Fo6rmula Desarrollada (19).

®yC »
)
> N.{~4]
>
L x=,08
cx,on

3.2.4. Peso Molecular (19).
205.64
3.2.5. Descripcién (19,20,21).

Polvo blanco, o cristales blancos, o polvo ---
tr-.cristalino blanco.: Es estable cuando se pone en: contacto. --
con el aire, y es afectada lentamente por la luz.
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3.2.6, “Fuentes Naturales. Sintesis y/o Biosintcsis(lS,lQ)

Se presenta en carnes, higado, rifién, cereales
de grano entero, germen de trigo y soya.

Sintetizada mediante la condensacién de la cia-
noacetamida y la etoxiacetilacetona. También a partir de la
2-butanona-1-4-diol-metil-iminio propionitrilo. Otra ruta de
sintesis es a partir del etil piruvato, etil glicinato, y 1-4 :
-dietoxi-2-butanona. También se puede sintetizar a partir -- {
del oxazol el dietil malonato.

3.2.7. Ensayos de Identidad (2,20,21)}.

A) Solubilidad: *1 parte de Piridoxina HCI1 en

S partes de agua.

“*1 parte de Piridoxina HC1l en
100 partes de etanol.

*Soluble en Propilenglicol.

*Poco soluble en Acetona.

*Insoluble en Eter y Clorofor--

mo.

B) Punto de Fusidén: 202°C-206°C con descomposi-

cién,

i
!
i
;
|
i
1
!
|
i

C) Caracteristicas de Absorcién al Ultraviole- i
ta: Una solucidén de clorhidrato de pirido- o
xina ajustada a pH = 7 con solucidn de
fosfatos presenta un miximo a 255 nm
(E1%-1cm = 345) y otro maximo a 326 nnm
(El1%-1cm = 422).

D)} Caracteristicas de Absorcién al Infrarrojo:
los principales méximos determinados en pas
tilla de KBr son: 1536 cm~l. 1273 cm™1,1207
cm L.



30

3.2.8. Ensayos.de Pureza (20,21).

-A) Pérdida al secado: no mas de 0.5%.

B) Residuo a la ignicidn: no mis de 0.1%.

C) Metales pesados: no mds de 0.003%.

D) Contenido de cloruros: no menos del 16.9% y
no mis del 17.6% de cloruros (base anhidra).

E) pH de una solucidén: una solucidén acuosa al
5% tiene un pH de 2.3-3.5.

3.2.9, Estudios de Estabilidad (5).

Normalmente es muy estable; la presencia de io-
nes metdlicos en solucién pueden catalizar la descomposicién,
Las soluciones diluidas para andlisis son sensibles a la luz.
Sensible a la luz. Sensible a la oxidaciédn.

3.2.10., Funciones Fisioldgicas (4,13).

Una vez dentro del organismo, la piridoxina se
transforma en fosfato de piridoxal, el cual tiene un papel -
importante en el metabolismo como coenzima en gran variedad
de transformaciones metabdlicas de aminodcidos, entre ellas:
descarboxilacién, transaminacidén y racemizacién, asi como en
pasos enzimdticos .del metabolismo del triptofano, los amino-
dcidos que contienen azufre y los de hidroxiaminoécidos.

3.2.11. Farmacodinamia (13).

La piridoxina se absorbe fdcilmente del tracto
gastrointestinal. El principal producto excretorio es el --
dcido 4-piriddéxico, formado por accidén de una aldehidoxidasa
hepdtica sobre el piridoxal libre, el cual se excreta por la

orina.

3.2.12. Toxicologia (2,13,19).

Ninguna conocida en el hombre.



31

, Sd en. ratas (via oral); 5.5 g/Kg.
C3.2.130 90515 (2)
;A);¢Prof11actica: 2 mg/dia (vias oral, intramus
““scular, intravenosa).
- B) - Terapéutica: 10-50 mg/dia.
°3.2.14.-Usos (13,19).
.Se usa en el tratamiento de deficiencia de vita
minas del complejo B.
3.2.15. Conservacidon (20,21).

En recipientes herméticamente cerrados y prote-
gidos de la luz.

3.3. Riboflavina 5-Fosfato de Sodio.
3.3.1. Nombres Quimicos y Sinénimos (19).

Riboflavina 5-fosfato de sodio; riboflavina 5-
fosfato disdédica; vitamina B, fosfato (sal sédica); flavina
mononucledtido; sal monosédiga del éster 5’°-fosfato de ribo-
flavina.

3.3.2. Foérmula Condensada (19).

C17H20N4ha09P

3.3.3. Férmula Desarrollada (19).

©M CH On
1% Er-Cu-tn- Cr,-0- ' (]

@L

3.3.4, Peso Molecular (19).
478.34
3.3.5. Descripcién (19,20,21).




32

Polvo higroscépico cristalino de un color que
varia-del amarlllo al anaranjado-amarillo. Inodoro, o casi

1nodoro, co' un 11gero sabor amargo.

'f3{31 ~Fuentes Naturales. Sintesis y/o Biosintesis
2 L (15,19).

‘ Se encuentra en leche, visceras, huevos, verdu-
ras de-hoja, levadura seca, pan y harina enriquecida.

Preparada por fosforilacion de la riboflavina
con dcido clorofosférico 6 con dcido pirofosférico.

3.3.7.. Ensayos de identidad (2,20,21).

A) Solubilidad: *1 parte de Riboflavina 5-fos-
fato de sodio en 20 partes de
agua.

*Muy ligeramente soluble en --
Etanol.

*Insoluble en Cloroformo.
*Insoluble en Eter.

B) - Rotacién Especifica: +37° a +42°(determina
do en una solucidén al 1.5% en HCl 5M en ba-
se seca).

C) Caracteristicas de Absorcién al Ultraviole-
ta: en agua presenta.midximos a 222 nm (E1%-
lcm.= 942), 267 nm (El1%-1lcm = 873), 371.5
nm (E1%-lcm = 277), 445 nm (E1%-lcm = 324).

D) Caracteristicas de Absorcidn al Infrarrojo:
Los principales mdximos determinados en pas
tilla dé KBr son: 1554 cm™l, 1575 cm-1, ---
1641 cm-1.
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3.3.8. 'Ensayos de Pureza (20,21).
.~A)>‘Pérdida al secado: no mids de 7.5%.
VB) rReéiduo a-la ignicién: no mis de 25%.
C) Fosfato libre: no més de 1%.

D) Riboflavina libre y riboflavina difosfato:
k no mas de 6%.

E) Lumiflavina: sin limites establecidos.

F) pH de una solucién: una solucibén acuosa al
2% presenta un pH de 4-6.3.

3.3.9. Estudios de Estabilidad (5).

Es inestable en solucidén dcida puesto que, el
enlace éster fosfato se hidroliza; inestable en soluciones -
alcalinas; sensible a la luz, especialmente en soluciones al-
calinas o en soluciones &dcidas muy diluidas para andlisis; se
descompone por accién de agentes reductores. La irradiacién
de la molécula en soluciones 4cidas o neutras da luminocromo,
Y, en solucidén alcalina, lumiflavina. La velocidad de descom
posicién depende de la temperatura, pH, intensidad luminosa y
de la longitud de onda de la luz incidente. En presencia de
tiamina, la riboflavina se reduce por accidn de la tiamina pu
diendo precipitar el producto de reduccién de la riboflavina:
cloroflavina.

3.3.10. Funciones Fisioldgicas (4,13).

Las formas activas de la riboflavina son las --
coenzimas FAD (flavina adenina dinucledétido) y FMN (flavina -
mononucledtido 6 5’-fosfato de riboflavina), y tienen una fun
cién vital en el metabolismo como coenzimas de gran variedad

de flavoproteinas respiratorias, algunas de las cuales contie
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nen metales'(xéniino oxidasas).
3;3.11. Farmacodinamia (13).

La riboflavina 5-fosfato se absorbe del tracto
gastrointestinal, y ya en la circulacidn se une a todas las -
proteinas del plasma. Una pequeila parte de ella se almacena
en Organos tales como higado y los rifiones, y las cantidades
que se encuentran en exceso dentro del organismo se excretan
por la orina.

3.3.12. Toxicologia (2,13,19).
Ninguna conocida.
3.3.13. Dosis (2).
A) Profilactica: 1-4 mg/dia.
B) Terapéutica: 5-10 mg/dia.
3.3.14. Usos (13,19).

LY En el tratamiento o prevencidn de la enfermedad
causada por su deficiencia. También para tratar otras enfer-
medades debidas a deficiencias de otras vitaminas del comple-
jo B.

3.3.15. Conservacidn (20,21).

En recipientes herméticamente cerrados y prote-

gidos de la luz.

3.4, Tiamina, Clorhidrateo.
3.4.1. Nombres Quimicos y Sinénimos (19).
.Clorhidrato de tiamina; vitamina B1 clorhidra-
to; tiamina cloruro clorhidrato; 3-[4-amino-2-metil-5-pirimi
dinil)metil)-5-(2hidroxietil)-4-metiltiazolio cloruro mono--

clorhidrato.
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3.4.2. - Férmula Condensada (19).
; o CypHygCL,H,08.
34,3, Formula Desarrollada (19).

.14}

LN} ", S onon
RS G nagst
H

oy

3.4.4. Peso Molecular (19).
337.28

3.4.5. Descripcién (19,20,21).

Cristales blancos 6 polvo cristalino, general--
‘mente con un ligero y caracteristico olor. Cuando se expone
al aire, el producto anhidro ripidamente absorbe cerca del 4%

de agua.

3.4.6. Fuentes Naturales. Sintesis y/o Biosintesis
(15,19).

Se encuentra en carne porcina, visceras, germen
de trigo, grano entero, cereales.y pan enriquecido.

Esta vitamina consta de dos porciones § siste-
mas de anillos, una porcidn de pirimidina y una porcién tiazd
lica unidos por un puente metilénico. La porcién pirimidini-
ca se prepara como sigue: el etil acrilato es calentado con
alcohol etilico formando el éster B -etoxipropionato, el cual
se condensa en presencia de sodio metdlico con 4dcido férmico
para formar etil sodioformil-/ -etoxipropionato; éstc enton-
ces se condensa con acetamida obteniéndose 2-metil-5-etoxime
‘til-5-hidroxipirimidina. Este compuesto se trata con oxiclo
ruro fosforoso y luego con amoniaco. Finalmente, el Gltimo
producto obtenido se trata. con HBr obteniéndose 2-metil-5-bro
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moetil-6-aminopirimidina bromhidrato. La porcidén tiazélica -
de la molécula de la tiamina se sintetiza a partir del etila-
cetoacetato, el cual se trata con 6xido de etileno, y, la lac
tona acetilbutirilica resultante se hace reaccionar con cloru
to de sulfurilo, dando cloroacetilbutirolactona. Este com---
puesto se descarboxila con calentamiento con HC1l, liberdndose
CO, y formando cloroacetopropanol. Posteriormente, éste 0dlti
mouse condensa con la tioformamida obteniéndose el tiazol, 4-
metil-5-hidroxietil tiazol.

El paso final de este proceso es la combinacidn
de la pirimidina y el tiazol para formar un haluro de tiazo--
lio. La vitamina bromhidrobromurada obtenida se transforma -
en el correspondiente compuesto clorinado con cloruro de pla-
ta.

3.4.7. Ensayos de Identidad (2,20,21).

A) Solubilidad: *1 parte de Tiamina HCl en 1
parte de agua. .

*1 parte de Tiamina HCl en 1
parte de Glicerina.

*1 parte de Tiamina HC1 en 100
partes de Etanol (95%).

*Una parte de Tiamina HC1 en
315 partes de Etanol absolu-
to.

*Mas soluble en Metanol que en
Etanol.

*Practicamente insoluble en
Eter, Acetona, Benceno, Hexa-
no, Cloroformo.
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B)j Epﬂt§~de Eusién:-'248°c con algo de descom-

posicién.
C)  Caracteristicas de Absorcién al Ultraviole-
ta: en etanol presenta miximo a 233 nm

(E1%-1cm = 380) y a 267 nm (El%-lcm = 240).
En HZSO4 0.1N presenta un miximo a 247 nm
(El%-1lcm = 253) y una inflexién a 260 nm.

D) Caracteristicas de Absorcién al Infrarrojo:
No reportadas.

3.4.8." Ensayos de Pureza (20,21).

A) Contenido de agua: no mads de 0.2%.
B) Residuo a la ignicidén: no mas de 0.2%.
C) Nitratos: no debe contenerlos. i

D) pH de una solucidén: una solucién acuosa al {
2.5% presenta un pH de 2.7-3.3. :

3.4.9. Estudios de Estabilidad (3,5). }

Es muy estable cerca de pH = 2 y se vuelve suma
mente .inestable conforme el pH aumenta, siendo muy inestable
en pH alcalino. Sumamente sensible a la accién de agentes re
ductores y oxidantes. Un producto de oxidacién de ésta es el
compuesto dltamente fluorescente llamado tiocromo (base del -
andlisis fluorométrico de la tiamina). Cuando se encuentra -
en presencia de riboflavina, la accién oxidativa de ésta Glti
ma provoca la formacién y precipitacidén de tiocromo.

L, CH
CHh. CHy - ARgentcs 4?:I:ﬂ\ l !
- —
cL oxidantes H;C CH3;CH,0H
{_Hy C NH, Cl S CHzC"zOP

Tiamina HCL T_ocrcmo.
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En ‘ausencia de oxigeno, las reacciones importan
tes de degradacién de la tiamina son de tipo hidrolitico, la
naturaleza de las reacciones dependen del pH del medio. Las
reacciones probables de descomposicidén se muestran a continua

ciodn:
CHA cH
/ "H Ch, Medic \’ ’
T —> /,\ /\
NH, c1 CHiCH0H| Tuértemente N2€ OH S CH, Cli; OM
Tiaming HCl dcido. Oxitiemina,

‘ Bk ey T odedic foidn g NENALHOH r——:[c”’
[-, wé\}rc E\r?. "/ 3 I i ] ' . l '

N

t . . s CH:CH.0H
>~ ' i .. H N - . .

¥ JC/\-\'/\:\'-HC; S/\C!y‘_‘cg:r\t.'" BC:D rousro, :C

Tiami - foaenr o] CH
: amina Hflu 4 s NN CHtil N/
[ S/A\YCHAN_*T{C P TEEE J§ | + §

« )L lg PN j T TR s
LH,C’K\ "

e

NHyC1T s TcE,cH 18" “CH:CH,0H
Tianina HC1

i
~
o

3.4.10. Funciones Fisioldgicas (4,13).

La forma activa de la tiamina, el pirofosfato
de tiamina, funciona como coenzima en el metabolismo de los
carbohidratos.

3.4.11. Farmacodinamia (13).

La tiamina se absorbe del tracto gastrointesti-
nal y se distribuye ampliamente en casi todos los tejidos del
organismo. No se almacena en cantidades apreciables en el --
cuerpo, y la cantidad que se encuentra en exceso en el orga--
nismo se excreta en la orina como tiamina O como su metaboli-
to, la pirimidina. Cerca de 1 mg de tiamina se metaboliza --
diariamente en el cuerpo.
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3.4.12. Toxicologia (2,13,19).

Generalmente no es téxica atn cuando se adminis
tra'en dosis muy por arriba de la dosis terapéutica. Se han
encontrado algunos casos de sensibilidad a la tiamina después
de la aplicacidn de tiamina por via intravenosa.

LD50 en ratones (via oral): 3 g/Kg.
3.4.13., Dosis (2).

A} Profilactica: 2-5 mg/dia.

B) Terapéutica: 25-100 mg/dia (via oral).
75-100 mg (via subcutanea o
intramuscular).

3.4.14. Usos (13,19).

En el tratamiento o profilaxia de la deficien-
cia de la misma, manifestada por la enfermedad 1llamada beri-
beri.

3.4.15. Conservacién (20,21).

En recipientes herméticamente cerrados y prote-
gidos de la 1luz.



I1.- PARTE EXPERIMENTAL
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1.- INTRODUCCION.
.E1 objetivo de este trabéjorexperimental fue el de pro-
‘poner un. método de separacién y cuantificacidén simultéanea de
las vitaminas de una formulacidn polivitaminica que contiene:
Nicotinamida (105.00 mg/ml), Clorhidrato de Piridoxina (5.25
mg/ml), Riboblavina 5-fosfato de sodio (2.87 mg/ml) y Clorhi-
drato de tiamina (86.25 mg/ml).

En la literatura se reportan diversos métodos de cuanti
ficacién de vitaminas hidrosolubles. Sin embargo, en el pre-
sente trabajo se requiridé de un método que fuera capaz de se-
parar todas las vitaminas de la formulacién y cuantificacién
simultdneamente a pesar de las diferencias en concentraciones
y caracteristicas fisicoquimicas que existen entre ellas. La
problematica de la separacidon llevd a seleccionar unm método -
por cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién (7,12,16,24,
26) en los cuales se proponen métodos por cromatografia de 11
quidos de alta resolucién para la separacidén y cuantificacidén
simultdnea de diversas vitaminas hidrosolubles. Estas técni-
cas incluyen el intercambio idnico y la cromatografia por par
iénico.

La técnica elegida para este trabajo fue la de cromato-
grafia por par ibénico ya que se ha reportado ser la mids conve
niente para este tipo de substancias, y ademds, por los recur
sos disponibles en el laboratorio.

Por otro lado, para evaluar si la deteccidén de cada una
de las vitaminas era satisfactoria en presencia de muchas ---
otras substancias como impurezas y productos de degradacidn,
se hizo el estudio de especificidad del método. Por ultimo,
se evalud la exactitud, precisién y linealidad del método pa-
ra determinar si la cuantificacidén de cada vitamina resultaba
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ser confiable,

EQUIPO _UTILIZADO.

A)

B)
C)
D)

E)
F)

Cromatdografo de liquidos con detector de longitud de onda
fija U.V.-Visible modelo 440 (WATERS).

Programador de disolventes modelo 660 (WATERS).
Integrador HEWLETT-PACKARD Modelo 3390-A.

Columna de acero inoxidable Partisil ODS III de 10‘Am, 25
cm de longitud y 0.46 cm de diametro (ALLTECH).

Jeringa Hamilton de 25pMl.

Agitador Vortex Maxi-Mix, THERMOLYNE.

REACTIVOS UTILIZADOS.

A)
B)
)
D)
E)
F)
G)
H)

Nicotinamida; Solucidn de referencia.

Piridoxina, Clorhidrato; Solucién de referencia.
Riboflavina 5-Fosfato de Sodio; Solucidn de referencia.
Tiamina, Clorhidrato; Solucidén de referencia.
Heptansulfonato de sodio 0,005M (Reactivo PIC-B7; WATERS).
Metanol Lichrosolv; MERCK.

Tetrahidrofurano Uvasol; MERCK.

Acido Acético, R.A.

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL.

4.

Soluciones Patron de cada Vitamina.

.A) Solucién patrdén de Nicotinamida de concentracidn
10,500 mg/ml en fase mdévil.
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B) = Solucién patrdén de Clorhidrato de Piridoxina de con

centracién 0.525 mg/ml en fase mévil.
: C):,Soiuciéh patrén de Riboflavina 5-Fosfato de Sodio -
,deiqbncentracién 0.287 mg/ml en fase moévil.

iBn*patrén de Clorhidrato de Tiamina de concen

: 516n'8.62S mg/ml en fase mévil,
4;2.T*Prepafacién de la Solucién de Referencia.

Tomar un mililitro de cada solucién patrén (4.1) y 1lle-
varlos ‘a- 10 ml con fase mévil (en el mismo matraz volumétri--
-co0). -Concentraciones finales de cada vitamina: a) Nicotina-
mida 1.0500 mg/ml; b) Clorhidrato de Piridoxina: 0.0525 mg/
ml; «c¢) Riboflavina 5-Fosfato de Sodio: 0.0287 mg/ml; d) --

Clorhidrato de Tiamina: 0.8625 mg/ml.

4.3. Preparacién de la Solucidén Problema.

Tomar un mililitro de la solucién problema y llevarlo -
a 100 ml con fase movil(en el mismo matraz volumétrico). Las
‘concentraciones finales de cada vitamina son las que se enun-

cian en (4.2).

4.4. Condiciones de la Cromatografia.

A) Condiciones del Cromatdgrafo: +A= 280 nm.
+ Volumen de la inyec
cién = 15 M1, ’
+ Columna = Partisil
ODS IIT (ALLTECH).

B) Sistema Cromatogrdfico + Fase MOvil A: Solucién de
Heptdan Sulfo-
nato de Sodio

0.005M en Aci

do Acético al
1%
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o Fase Movil -B: Metanol/Tetrahidrofurano
) 97:03.

* Gradiente: 30

minutos.

* Condiciones Iniciales A: 80.

* Condiciones Iniciales B: 20.

* Condiciones Finales A: 565.

* Condiciones Finales B: 45,

* Flujo 1 ml/min.

C)  Condiciones del Integrador:

4.5. Especificidad.

+ Atenuacidén = 25.

+ Velocidad de la carta
= 0.2 cm/min.

+ Cuando el tiempo de -
corrida sea de 25 mi-
nutos, cambiar la ate

nuacidén a 29.

Se sometieron a diferentes condiciones de degradacién,

la formulacidén completa, placebos de cada vitamina, placebo

de todas las vitamians, y muestras de

vitaminas como materia

prima. Las condiciones de degradacién y los resultados obte-

nidos se presentan en la seccidén de resultados.

4.6. Evaluacidén Estadistica.

Se determiné la exactitud, precisién y linealidad del

método para poder determinar la confiabilidad del método.

~Los diferentes pardmetros estadisticos evaluados y la metodo-

logia seguida en la evaluacién, asi como los resultados obte-

nidos, se presentan en la seccidén de resultados.



IV.- RESULTADOS EXPERIMENTALES
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1.- SEPARACION OBTENIDA.

Siguiendo las condiciones del gradiente establecidas en
la seccién TII-4-4., se logrd obtener la separacidén siguiente,

~'segOn se ilustra en las figuras 2 y 3, tanto como para el ---

standard de referencia, como para el problema.

by

o [

Vs
/
e
s \
-
c d E i b

Fig. 2 Fig. 3

Identificaciodn: Identificacidn:

a) Riboflavina 5-Fos a) Riboflavina 5-Fos-
fato de sodio. fato de Sodio.
tp = 5.58 min. tR = 5,52 min.

b) N1c9t1nam1dg. . b) Nicotinamida.

t, = 7.39 min. .
R tR = 7,27 min.

c) Piridoxina HC1. :

tp = 13.57 min. c) Piridoxina HC1.
A t, = 13.43 min.
d) Tiamina HC1. R
tp = 33.44 min. d) Tiamina HCI.
t, = 33.18 min.

R
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"ESPECIFICIDAD.

2.1, Finalidad

‘La'determinacién de la especificidad del método tuvo co

mo:finalidad establecer que la deteccidn de cada una de las -
“vitaminas fuera satisfactoria en presencia de muchas otras --
‘'substancias como impurezas y productos de degradacién de las

vitaminas.

Para lograr este fin, se sometié la formulacidén comple-
ta, placebos de cada vitamina, placebo de todas las vitaminas

"'y las vitaminas como materia prima a diferentes condiciones -

de degradacidén para obtener productos de degradacidn y esta--
blecer si estos interfieren o no en la deteccién de cada vita
mina.

2.2. Condiciones de Degradacién.

2.2.1. Formulacién Completa y Placebos.

Se sometieron durante 15 dias: formulacién com
pleta, placebo de nicotinamida, placebo de piridoxina HCl1l, --
placebo de riboblavina 5-fosfato de sodio, placebo de tiamina
HC1 'y placebo de todas las vitaminas bajo las siguientes con-..
diciones de degradacidén: Luz Solar, Luz Ultravioleta, Tempe-
ratura de 80°C, Temperatura Ambiente.

2.2.2. Materia Prima.

Se sometieron durante 15 dias la nicotinamida,
piridoxina HC1l, riboflavina 5-fosfato de sodio y tiamina HC1
como materia prima bajo las siguientes condiciones de degra-
dacién: . Temperatura Ambiente, Temperatura de 80°C, Luz So--
lar y Luz Ultravioleta.
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2.3. Resultados Obtenidos.

Se ilustran de las figuras 4 a la 49, los resultados ob
tenidos.

< Fig. 4. Fommulocidn Complelo,
<«

Referencio.

Identificacidn:

a) Ribatlaving S-Fosfalo de Sodio, 17 6.35min
b) Nicotinomida, t4=6.29 min.

c)Piridoxina HCI, tpt 15.58 min,

d) Tiemina HCI, 1R=32.28 min,

32.28

15.5¢

o
o
(2]
o
TOF

<
-

G5

Fig.”S. Formulagion Compkita,

Luz Solar,

Identificacion:

b) Nicotinomida, tg= 8.45min.

¢) Piridaxina  HC1, t5=15.82 min.
d) Tiamina HC1, tp=33.04 min.

33 89

s
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. 5 “@ . Fig. 6, Formulocidn Completa.
od =’ Luz Ultravioketa,

Identificeeidn:

b) Nicotinamida, tg= 8.30 min,

¢) Pirldoxina  HCl, 1= I5.71 min.
d) Tiaming HC1, 1R=33.02 min.

=

;_:4

(o)
Fig. 7. Formulacién Completa,
Temperatura = BO °C .
Identificocion:
B Nicotinomida, tz* 8.18 min.
¢) Piridoxing  HCl, 1= 15.48 min.

e d) Tioming HCl, tg= 33.3€ min.
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il

TN

STOR

Fig. 8. Formdacion Completa,

Temperaturo Ambente.

Identificaciont

a)Ritofloving S-Fosfato de Sodio, tq = 6.24 min.
b) Nicotinomida, tg® 8.20 min.

¢) Piridoxina HCI, 1= 15.35 min,

d)Tiaming  HCI, tg=32.14 mia.

Fig. 9. Plocebo de Riboflaving 5-Fosfato de
Scdio.

Referencia,

Identificocion:

b) Nicctinomida, tg7 9.00 min.

¢) Piridoxina  HCI, 15 16.01 min.
d) Tiaming HCI, tg° 34.59 min.

50
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34.51

AR
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3841

STOF

STUP

Fig. 10. Placebo de Ribofiavino S-Fosfato de
Sodio.

Luz Solor,

ldentificocions

b) Nicctinamido, t= 8.88min.

¢)Piridaxing HCl, tn= 15.90 min,

d)Tiomina HCl, tp= 34.5! min,

Fig.1l. Placebo de Riboflavina 5-Fosfato de
Sadio.

Luz Ultravicleta.

\dentificacion:

b) Nicotinamida, tg= 8.89 min,

c)Piridoxina  HCl, tg= 15.89 min.

d) Tiamina HCI, tg= 34.57 min,

51
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14.85
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e I

STOP

SToP

Fig, 12. Plocebo ds Ri_t;oﬂuvinu S-Fosfato de
Sodio. .

Temperatura = 80°C.

Identificacion:

b) Nicotinamida , iq * 837 min.

¢} Piridoxina HCl, tg=14.85min.

d) Tiomina HCI, 5= 35.06 min,

Fig I3. Placebo de Riboflavina S-Fosfato de
Sodio. :

Temperaturo Ambiente.
\dertificacion:

b) Nicotingmida , 1= 8.95 min.

¢} Piridoxina HCIl,1g* 15.53 min,
d)Tiamina HCl, tg= 33.80 min.

52



Figl4 Placebo de Nicotiromida.

3476

Referencia.

Identificacion

o) Riboficving 5-Fosfato de Sodio, #R=5.91 min.
¢) Piridoxina HC!, 1g* 15.58 min,

d)Tiomina HC, tg= 34.76 min.

o,

R
8
a.
=
=
w
‘& Fio._ls. Plocebo de Nicotinomida.
NS Luz Solar.
Identificocion:
¢) Piridoxina  HCl, tg® 15.60 min,
d)Tiomina HCI,1q* 31.06 min.
[~-]
2
-
= :
z =
P c d '3,
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3954

JTup

.

Fig.16. Placebo de Nicotinamida,

Luz Ultrovicketa.

Identificocion: .

a)Riboflavina S5-Fosfato de Sodio,tg=5.63 min.
¢)Piridoxina HCl, tq = 14.63 min,

d) Tiemina  HCI, t 31.39 min.

Fig.17. Plocebo de Nicotinomda,

Temperatura = 80°C .,
Identificocion

c) Piridoxina HCL, tp= 15.08 min.
d) Tiemina HCI, tg= 31.55 min.

54
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Fig.18. Placebo de Nicotinomida.

RO

" Temperatura Ambiente.

t |dentificacion*
a)Riboflaving S-Fosfato de Sodie, tg=5.88min.
c)Piridoaing  HCI, tg=15.14 min.
d} Tiomina HCI, tp=34.51 min.

=z
= S
=
d =
w3
1~ Fig.19. Placebo de Piridoxina HCI.
< Referencia.
Identificocion:
a)Riboflavina S-Fosfato de Sodio, tg=5.85 min,
b) Nicotinomida, 1g = 8. 45 min.
d) Tiomina HCI, tq=29.75 min,
=
&
d &
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Fig. 20, Placebo de Piridoxina HCI.
i

Lz Sdar.

Identificccion:

a) Ribofloving S-Fegfoto de Sodia, 15=5.98min.
b} Nicotinemida, tq = 8.48 min.

d) Tiomirs  HCi, tR=32.68 min,

Fig. 2l. Plocebo de Piridoxra HCI.

Luz Ultravioleta,
Identificacion:

! Riboflavina 5-Fosfato de Sodio, tg= 6.08min,

b)Nicotinamida, 15= 8.61 min.
d) Tiamina- HCI, tp® 32.99 min.
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Rl
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Fig.22. Plocebo de Piridosina HCY.

.99

Temperatura = 80°C.

Identificacion®

a)Riboflevina S-fosfato de Sodio, 1= 6.44 min.
b)Nicotinamida , tg= Q.22 min.

d)Tiomina HCI, tg= 33.13 min,

= Fig. 23, Plocebo de Piridoxine HCI.

Temperctura Ambiente.

Identificacion:

a)Riboflaving S-fosfato de Scdio, 1g* 5.85min,
b) Nicotiremida , tg= 8.52 min.

d) Tiomina HC, tg=29.24 min.

-
4
= f8

S

d &
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: * Fig. 24. Plocebo de Tomna  HCI

Referencia,

Identificocion:

o} Riboflavina S-Fosfoto de Sodio, tg=5.57 min.
b) Nicotinamida, t= 7.87 min.

o Piridoxina  HCI, 1g= 1467 min.

N

i : Fig. 25. Placebo de Tiamira HCI,

Luz Solor,
Identificocions
b) Nicotinamida, tg= 8.29 min.

—t—
\
o
SToP
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Fig.26. Placebo de Tiamina HCI,

Luz Ultravicieta.

Identificacion: -

a)Riboflavina S-Fesfato de Sodio, tg=6.14 min.
b)Nicotinamida, tg= B.27min.

Fig. 27. Plocebo de Tiamino HCI.

Temperatuwa = 80°C.

Identificocion:
b)Nicotinamido, tg = 8,32 min.

5¢



: : A Fig. 28. Plocebo de Tiomira HGL.

Tempacotura  Ambiente.
tdentificaciont

b} Nicotincmida, 1g= 8.70 min.

e) Piridoting HCI, t3=16.29 min,

L

A

o
o
ST

9.29. Placebo de Riboflovina S-Fosfu!o de
?,oduo r}l_kq'?tmom:du, Piridoxing H y
Tomif

Referencia.

s1ap

I
5
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Fig.30. Plosebo de Rbafiayina 5-Fecfoto de
30. Ploseba ds Rbofiay
Fomba “HEIL 0y Firdoxing Y

Luz Soler.

o
=)
—
w
Fig. 31, Placebo de Riboflavina 5-Fosfalo de
Sodio, Nicotinomida, Piridowina HCl y
Tioming  HCI.
Luz Ultravioleta.

SToF
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F‘q 32, Plocebo de Riboflavina 5- Fosfofc de
?‘oml |corénamida Piridoxina C!
1

Temperaturas 80°C.

Fig. 33. Ploceb Ribi S5-F to d
gd;o, Nlco?n%rrﬂ%a,l ljrql‘clllcmnc %sé?o €
iamina HCI,

Temperaolura Ambiente.

X
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3ToP



Fig. 34. Ribotiavina S5Fasfalo de Sodio.

Materic Prima.

Temperatura Ambiente,
7= 5.89  min,

STop

8129

iq.35, R i -Fi Sodio.
Ki't%e?n% %R?nﬂuqvmu 5-Fosfoto de Sodio

Temperoturgz BO°C,
tq*® 630 min.

STUF
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Fig. 36. Riboficvina S-Fosfoto de Sodio.
Materia Prima,

Luz Selar.
1q= 5.98 min,

£ . Ri i - t .
Mg‘g{u Blrl?[%g.avma 5-Fosfaoto de Sodw

Luz Ultravioleto.
tz=5.80 min.

64
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Fig. 38. HNicotinamida.

o Materia Prima.
o 3
( Temperatura Ambiente
fg® 8.29 min.
w ~
~ o
= Fu
~ ~r

sToP

1,

Fig.39. Nicotinamida.

-
i Materia Prima.
w
Temperatura = BO°C.
tg* 8.24 min.
= v &
& o= o~
5= [
e —

STUP




o

RETHAX]

~
$.7

STOP

sTOP

Fig.40. Nicotinomida,
Materia Prima.

tuz Solor.
}R* 8.75 min.

Fig.4l. Nicatinomida,
Materia Prima.

Luz Ultrovioleto.
1z 8.65 min.
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Fig. 42. Piridoxina HCL.
Materia Prima.

3

4

Temperatura Ambrente .
1g=14.95 min.

STOP

iRl

Fig. 43 piridoxino  HCI.
Maleria Prima.

Temperatura = 8Q°C.
115,40 min.

TUF

r
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AT

STOP

STop

Fig. 44. Firidwina Ha,
Materia Prima.

Lu Soler.
5 14,92 min.

Fig. 45. Piridoxina HCI.

Materio Prima.

Luz Ultravioleta.
[ 16.09 min,
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LTor

STOF

fig. 46. Tioming HCI.
Waterio Prima.

Tamperatura Ambiente.,
g 33.44 min,

Fig. 47. Tiomino HCL.
Mcteric Primg.

Temperatura= 80°C.
IS 33.78 min.
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Fig. 48. Tiamina HCI.
Maleria Prima,

Luz Solor,
157 33.81 min,

Fig. 49 Tiomina HCI,
Moterio Prima,

Luz Ultravioleta.
1= 33.01 min,
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2.4. DiSdusiéh*aevResultados.
. 2.4.1. TFormulacién Completa &Figs. 4 a 8).

En condiciones extremas de degradacidn se obser
va dégradacién notable de la riboflavina 5-fosfato de sodio y
de la tiamina HC1l. A témperatura ambiente, la formulacién --
presenta una buena estabilidad y aparentemente no parecen ---
existir interferencias en la deteccidén de las vitaminas.

2.4.2. Placebo de Riboflavina 5-Fosfato de Sodioc
(Figs. 9 a 13).

A temperatura ambiente en las muestras analiza-
das: no existe ninguna interferencia en la deteccién de esta
vitamina, sin embargo, en condiciones severas de degradacion,
aparecen picos que dificultan su deteccidén. Muy posiblemen,-
te éstos correspondan a degradacidon de la tiamina HCI1.

2.4.3. Placebo de Nicotinamida (Figs. 14 a 18).

Aparentemente no hay interferencias en la de--
teccién de esta vitamina a pesar de la notable degradacidn -
de la riboflavina 5-fosfato de sodio y de la tiamina HCI.

2.4.4, Placebo de Piridoxina HC1 (Figs. 19 a 23).

En condiciones severas de degradaci6én se obser
va que la deteccién de ésta es muy dificil debido a interfe-
rencias originadas por productos de degradacidn dela ribofla
vina 5-fosfato de sodio y de la tiamina HC1l, ésto mismo se -
observa en los placebos de riboflavina S5-fosfato de sodio y
de la nicotinamida. A temperatura ambiente, aparentemente -
no existe esta dificultad.

2.4.5. Placebo de Tiamina HCl1 (Figs. 24 a 28).

No se observan interferencias provocadas por -
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productos -de degradacién de otras vitaminas. Se observa nota
ble degradacién de la piridoxina HC1.

2.4.6. Placebo de todas las vitaminas (Figs. 29 a 33).

De la observacidn de estos cromatogramas se des
prende que .1os productos de degradacién detectados en el estu-
dio muy probablemente sean debidos a interacciones entre vita
minés,‘entre vitaminas y excipientes y vitaminas-contenedor,
 y;ﬁ63a'interferencias entre excipientes y excipientes-conte--
dor.”

2.4.7. Vitaminas como Materia Prima (Figs. 34 a 49).

Sometidas aisladamente a condiciones de degrada
cibén, éstas no presentaron degradacién notable; excepto la ri
boflavina 5-fosfato de sodio sometida a 80°C que presentd una
degradacidn notable.

2.4.8. Discusién.

Bajo las severas condiciones de degradacidn

(luz Solar, 1luz U.V., 80°C de Temperatura) a las que fueron
sometidas tanto la formulacidn completa como los placebos, se
observa que hay interferencias en la deteccién de las vitami-
nas siendo, en algunos casos, de manera notable. El someter
la formulacidén completa y los placebos bajo las condiciones
de degradacidén utilizadas en este etudio fue para obtener --
productos de degradacién que pudiéran dar informacién acerca
de la especificidad del método bajo condiciones menos severas
de degradacién (Almacenamiento y Estabilidad Acelerada para -
formulaciones polivitaminicas).

Por lo tanto, se puede estimar que este método
es aplicable al andlisis de una formulacidén polivitaminica de
este tipo, ya sea tanto para un anadlisis rutinario de control
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de calidad, como para determinar si un lote de esta formula--
cién que lleve almacenado un cierto tiempo puede ser consumi-
do. AUn podria ser utilizado como un método indicador de es-
tabilidad ya que un programa de estabilidad para una formula-
cién polivitaminica no incluye someter la formulacidén a condi
ciones de estudio severas como se ha hecho en este trabajo, -
sino que se somete a condiciones mids moderadas de estabilidad
acelerada y durante periodos relativamente cortos de tiempo,
de modo que los productos de degradacidén que se vayan detec--
tando serdn menores y, por lo tanto, las vitaminas podran ser
detectadas con mayor facilidad y confiabilidad.
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VALIDACION ESTADISTICA.
3.1.. Fihalidad.'

, “Con’ 1a finalidad de evaluar la confiabilidad de la cuan
tificacidén de cada vitamina, se evalubé la exactitud, la preci
sién (como repetibilidad y reproducibilidad), y linealidad pa
ra cada una de las vitaminas. Los resultados se presentan a
continvacidn.

3.2. Riboflavina 5-Fosfato de Sodio.
3.2.1. Exactitud.

":Cdnvlé finalidad de determinar la exactitud del

‘método, se hicieron recobros entre el 50% y el 120% aproximada

mente de la cantidad de Riboflavina 5-fosfato de sodio etique-
tada en el marbete. lLos resultados se muestran cn la Tabla #
1. -

Tabla # 1.
mg. Adicionados. mg. Recuperados. % Recuperado.
1.72 1.77 102.91
1.72 1.72 ) 100.00
1.72 1.73 100.58
2.12 2.14 100.94
2.12 2.05 96.50
2.12 2.08 98.11
2.72 2.71 99.63
2.72 2.71 99.63
2.72 2.68 98.52
2.95 3.01 . 100.03
2.95 2.90 98.31
2.95 3.00 101.70
3.47 3.51 101.15
3.47 3.34 96.25
3.47 3.44 99.14

3.2.1.1. Cidlculos para conocer la exactitud,
considerando los datos de porcentaje recuperados.



X = 99.71%

S

1092

3.

Significancia <

S/ =050

3.

(8]

- to.975

75

=15 ty g2s = -2-15 (1)

‘n-1"="14:g.1. t = +1.76 (1)

; 0.95
= 42,15 (1)

Pruebas de Hipodtesis.
Ho: X =/d dondejj = 100%
Hy: X f}l
Nivel de Significancia («&).
A= 0,05
Estadistico de Prueba.
t S XA
calc s/ f:‘

Regidon Critica Bilateral a Nivel de

t % /2 <tcalc Qty. «/2 (14 g.1.):
entonces: tg go54tea1c<t.975
Resultado.

t -0.59

calc
Conclusiodn.

Siendo -2.154£-0.59<&+2.15, se acep-
ta Ho. Se concluye que el método es

Exacto.



3.2.2,

3.2.1.8.
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Intervalo de Confianza del 95% para

R

IC =X 2ty g5 (8/VM)
Entonces: IC = 99.71% * 0.88.
Limite Superior: 100.59%

Limite Inferior: 98.83%

Linealidad(Fig. 50).

Para evaluar la relacidn entre la variable inde

pendiente (mg. adicionados) y la variable dependiente {(mg. re

cuperado) se recurrid al andlisis de la linealidad utilizando

para ello los valores de la Tabla # 1.

da.

al Origen.

3.2.2.1.

Ordenada al Origen de la Recta estima

b = 0.04

Pendiente de la Recta Estimada.
m=0.98
Ecuacidén de la Recta Estimada.
y = 0.98x + 0.04

Coeficiente de Determinacidn.
r = 0.9934

Coeficiente de Regresidn.

r = 0.9967

Pruebas de HipGtesis para la Ordenada

Ho: b =§ donde/3 = cero
Hl: b # ﬁ
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‘3.2,2;7.,~Estédi$tiéo de Prueba para la Ordena-
da'al Origen. e e

J

. 3.2.2.8. Regién Critica Bilateral a Nivel de

Significancia P<

©0.05 para la Ordenada al Origen.

t"‘/2<tcalc‘tl-"/2 (13 g.1.);

entonces:

t9.025¢ Tcaic ¢ tg.g75  donde:

= -2.16 (1) t = +1.77 (1)

t9.025 0.95

to.975 ~ +2.16 (1).

3.2.2.9. Resultados para la Ordenada al Origen.

t = +0,60

calc
3.2.2.10. Pruebas de Hipdétesis para la Pendien-

te.
Ho: m =9 donde } = 1
Hl: m # b3
3.2.2.11. Estadistico de Prueba de la Pendiente.
¢ .o sx Ynod
calc Sy/x
'3.2.2.12. Regiébn Critica Bilateral a Nivel de
Significancia = 0.05 para la Pendiente.

ta/z¢tearcé ti-ayz 13 81205

entonces:

t0.0254 tca1c< tp.g75  donde:
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tO{OZé =-2.16 (1) ty g = *1.77 (1)
~toigys = *2.16 (1)
3.2.2.13..Resultado para la Pendiente.
’f[tCﬁlC = -0.83

3.2;2.i4l»Conc1usién.

Siendo: a) ordenada al Origen, -2.16
<+0.604+2.16; b) pendiente, -2.16¢
-0.83¢ +2.16 se acepta Ho. Se conclu
ye que el método es Lineal.

v—x,§.2.2.15. Intervalo de Confianza del 95% para -

-
IC=b Xty g (’ST),/X)J axf ,
' né(x; - x)

Entonces: IC = 0.04 * 0.13

Ordénaqaialjofigén.'

Limite Superior: +0.17

Limite Inferior: -0.09
-3.2.2.16. Intervalo de Confianza del 95% para
la Pendiente.
N
Sy/x

Sx n -1

IC = *t

0.95

Entonces: IC = 0.98 *0.05
Limite Superior: +1.03

Limite Inferior: +0.93

3.2.3. Precision (Repetibilidad).



ESTA TESIS NO DEDE
SALUR DE LA BisLIOTECA

Con 1la finalidad de conocer la concor

idanc1a de los valores experimentales alrededor del valor ver

dadero se hl.ZO la evaluacién de la repetibilidad utilizando

los valores de % recuperado de la Tabla # 1.

3.2.3.1. Calculos para conocer la repetibili-
‘dad, on51derando los datos de porcentaje recuperado.

5=t 2 = 23.69 (1)
i 0.95

o s% = 3.69 2 = 26.12 (1)
‘ 0.975
n =15 2
: : 0.025 = 5.63 (1)
n-1 =14 g.1.

3.2.3.2. Pruebas de Hipdtesis.
Ho: S2 = \Tz donde(j‘2 =5,
Hy: st o?
'3.2.3.3. Nivel de Significancia (=)
o = 0,05
3.2.3.4. Estadistico de Prueba.

) . _(n - 1) (5%
Xcalc q?

3.2.3.5. Regidn Critica Unilateral a Nivel de

"
o
(52}

Significancia &

1 (14 g.1.); entonces:
calc <

2 2
Xcalc< X0.95
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3.2.3.6.. Resultado.
S Y = 10.33
Xcalc

3,2.3.7, Conclusion.

Siendo 10.334 23.69, se acepta Ho.
Se concluye que el método es Preciso
(Repetible).

3.2.3.8. Intervalo de Confianza del 95% para sz.

2
0.975

Entonces: IC = 1.4142.2343.03

3.2.4, Precisibén (Reproducibilidad).

Con l1la finalidad de determinar el efecto de ana
listas y dias en las determinaciones hechas por el método se
hizo la evaluacidén de la reproducibilidad, haciendo para ésto
recobros de la cantidad etiquetada en dos dias diferentes y
con dos analistas diferentes. Los resultados se presenten en
la Tabla # 2.

Tabla # 2.
Analista 1. Analista 2.
120.12% 122.38%
Dia 1. 122.87% 122.72%
119.80% 121.75%
118.36% 120.94%
Dia 2. 120.70% 120.72%
119.57% 122.38%

Los resultados del andlisis de varianza se pre
sentan en la Tabla # 3.
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Tabla # 3, ANOVA (2 Factores Aleatorios).

Grados de Suma de Cuadrado F F
Fuente. Libertad Cuadrados Medio calc. 0.95
Analista 1 7.48 7.48 53.18 161.45
Dia 1 4,07 4.07 28.92 161.45
’3’33115“' 1 0.14 0.14 0.11  5.32
ia .
Error 8 10.53 1.32 ----= emee-

3.2.4.1. Regidn Critica Unilateral a Nivel de
Significancias = 0.05.

Fcalc‘-Fl—« (1/1 g.1.A; 1/1 g.1.D; 1/8 g.1.AD);
entonces:
Fcach<'F0.95 (Analista)

Fcach <F0.95 (Dia)

F AD ¢ F gc (Interaccidén Analista-Dia).

calc

3.2.4.2. Conclusiodn.

-

Siendo: a) efecto por analista, 53.18
4£161.45; b) efecto por dia, 28.92&£161.45; ¢) efecto por in-
teraccidén analista-dia, 0.11< 5.32; se concluye que no existen
efectos por analista, dia e interaccidn analista-dia y, por lo
tanto, se deduce que el método es Preciso (Reproducible).

3.3, Nicotinamida.

3.3.1. Exactitud.

. Con la finalidad de determinar la exactitud del
método, se hicieron recobros aproximadamente entre el 50% y
120% de la cantidad de Nicotinamida etiquetada en el marbete.
Los resultados se muestran en la Tabla # 4,
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Tabla # 4
mg. Adicionados. mg. Recuperados. % Recuperado
53.90 ' 53.75 99.68
53.90 52.35 97.12
53.90 53.02 98.37
81.50 79.28 97.28
81.50 82.03 100.65
81.50 80.23 98.44
96.90 97.17 100.28
96.90 97.12 100.23
96.90 98 46 101.61
106.15 105.32 99.22
106.15 107.45 101.22
106.15 104.95 98.87
122.45 127.11 103.80
122.45 123.86 101.15
122.45 121.64 99.34

3.3.1.1. Cidlculos para conocer la exactitud, --

considerando los datos de porcentaje recuperado.

x = 99.82% n = 15 t0.025 = -2.15 (1)
S =1.75 n-1 = 14 g.1. tg gs = *1.76 (1)
s/Vyn'= 0.45 tg.g7s = *2.15(1)

3.3.1.2. Pruebas de Hipdtesis.
Ho: X = u donde ¥ = 100%
Hy: X A4

3.3.1.3. Nivel de Significancia (<)
4 = 0,05

3.3.1.4. Estadistico de Prueba

B

X
S

S

tcalc
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3.3.1.5. Regién Critica Bilateral a Nivel de

]
o
o
w

Significancia &
te/g atea1ed b yp (14 2.1

entonces:

to.0254%ca1c <%0, 975
3,3.1.6. Resultado.

tCalc = -0.40
3.3.1.7. Conclusion.

Siendo -2.15¢ -0.40 £ +2.15, se acepta
/ ' Ho. Se concluye que el método es ---
‘ Exacto.

3.3.1.8. Intervalo de Confianza del 95% para X.

IC = X Xty g5 (S/YVT)

Entonces: IC = 99.82% * 0.79
Limite Superior: 100.61%
Limite Infericr: 99.03%

3.3.2. Linealidad (Fig. 51).

Para evaluar la relacidén entre la variable inde
pendiente (mg. adicionados) y la variable dependiente (mg. re
cuperados) se recurrid al andlisis de la linealidad utilizan-
do para ello los valores de la Tabla # 4.

3.3.2.1. Ordenada al Origén de la Recta Estima
da. b= -3.21
3.3.2.2. Pendiente de la Recta Estimada.

m = 1.04



al Origen.

da al Origen.

3.3.2.8.
Significancia « = 0.05

3.3.2.9.

84

+ " Ecuacién de la Recta Estimada.
oy =1.04x - 3.21

. Coeficiente de Determinaciédn.

2

~r% = 0.9966

Coeficiente de Regresidn.
r = 0.9983

Pruebas de Hipdtesis para la Ordenada

Ho: b = A donde # = cero

Hi: b #5
Estadistico de Prueba para la Ordena-
t = b -4
calc > ~
A .y
S)’/X i}\l ——
n i(xi - X)

Regién Critica Bilateral a Nivel de

para la Ordenada al Origen.

tu/pateare 6ty w . (13 81005
entonces:

Y0.025 Ctcalc 4 to.975  donde:

tg 25 = 2.16 (1) tg g = +1.77 (1)
tg. g75 = +2,16 (1)

Resultado para la Ordenada al Origen.

tcalc = -1.95



©3.3,2.10.
te. ) ' ’

3.3.2.11,
te.

3.3.2.12.
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Pruebas de Hipdtesis para la Pendien-

Ho: m=)*donde$=1
18 m# $
Estadistico de Prucba para la Pendien

e

¢ . m-¥) sx ¥n -1
P

calc Sy/x

H

Regidn Critica Bilateral a Nivel de

‘Significancia A = 0.05 para la Pendiente.

3.3.2.13.

3.3.2.14,

3.3.2.15.
la Ordenada al Origen.

tuwypatogye ety oy (13 8.1.)0

entonces:

t9.025% tearc 4 to. 975  donde:

= -2.16 (1) t = +1.77 (1)

to0.025 0.95

ty.g75 = *2.16 (1)

Resultado para la Pendiente.

tcalc = +2.13

Conclusion.

Siendo: a) ordenada al origen, -2.16
£-1.954+2.16; b) pendiente, -2.164
+2.13¢ +2.16; se acepta Ho. Se con--
cluye que el método es Lineal.

Intervalo de Confianza del 95% para -

2
- + 2 £ X3
16=b = t95 ¥/ g, 772

Entonces: IC = 0.04 * 0.13
Limite Superior: +0.17
Limite Inferior: -0.09
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3.3;2.16. Intefyaio dé Confianza del 95% para -

7~

s
1 t0;95 __S.___y_./,&_.,___
) \/n -1

S X
Entonces: 1C = 1.04 X 0.04
Limite Superior: =+ 1,08
Limite Inferior: +1.00

3.3.3. Precisién (Repetibilidad).

Con 1la finalidad de conocer la concordancia de

-~ los:valores experimentales alrededor del valor verdadero se -

" hizo la evaluacién de la repetibilidad utilizando para ello,

los valores de

% recuperado de la Tabla # 4.

3.3.3.1.

Cédlculos para conocer la repetibili--

dad, considerando los datos de porcentaje recuperado.

S =

1.75

2 -
')(0_95 = 23.69 (1)
7
s =3, 2 _
Xo.ws‘ 26.12 (1)
n = 15 2 N
Xo.ozs“ 5.63 (1)
n-1 = 14 g.1. :
3.3.3.2. Pruebas de HipOtesis.
Ho: S2 = 2 donde q‘z = 5
. 2 2
Hy: 8 2 q
3.3.3.3. Nivel de Significancia (&}
< = 0.05
3.3.3.4. Estadistico de Prueba
2 _ (n-1) (sH
Xcalc 2

T
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.3.5. Regién Critica Unilateral a Nivel de
0.05.
2 ¢ 2 (14 g.1.); entonces:
Xcalc 1-=¢
2 2
calc 4 XO.QS
.3.6. Resultado.
2 = 8.57
Xcalc
.3.7 Conclusiédn.
Siendo 8.57¢& 23.69, se acepta Ho.
Se concluye que el método es Preciso
(Repetible).
.3.8 Intervalo de Confianza del 95% para 82.
2—\
)( 0.975
Entonces: IC = 1.28¢2.23/2.76

Precisién (Reproducibilidad).

Con la finalidad de determinar el efecto de ana-

listas y dias en las determinaciones hechas por el método se -

hizo la evaluacién de la reproducibilidad, haciendo para ésto,

recobros de la cantidad etiquetada en dos dias diferentes y --

con dos analistas diferentes.

la Tabla # 5.

Los resultados se presentan en

Tabla # 5.
Analista 1. Analista 2.
97.02% 96.38%
Dia 1. 98.01% 98.77%
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98.50% 98.41%
97.77% 97.30%
Dia 2. 96.13% 96.00%
: 96.52% 97.91%

‘ : Los resultados del andlisis de varian
za ‘se.presentan en la Tabla # 6.

Tabla # 6. (2 Factores Aleatorios).

Grados de Suma de Cuadrado F F
‘Fuente. Libertad. Cuadrados. medio. calc ?i?s
Analista 1 0.07 0.07 1.20 161.45
Dia 1 2.40 2.40 40.99 161.45
Analista- 1 0.06 0.06 0.06  5.32
Dia .
Error 8 7.68 0,98  -----  -----

3.3.4.1. Region Critica Unilateral a Nivel de
Significancia & = 0.05.

Fc31c< Fi & (1/1 g.1.A; 1/1 g.1.D;

1/8 g.1.AD); entonces:

I:cach< F0.95 (Analista).
Fcach <F0.95 (Dia)
FcachD< FO.95 (Interaccidn Analista-

Dia).
3.3.4.2. Conclusion.

Siendo: a) efecto por analista, 1.20
£ 161.45; b} efecto por dia, 40.994161.45; <¢) efecto por -
interaccién analista-dia, 0.06< 5.32; se concluye que no exis
ten efectos por analista, dia e interaccidn analista-dia, vy,
por lo tanto, se deduce que ¢l método es Preciso (Reproduci--
ble).
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3.4, P1r1dox1na HCl

Exactltud

: Con la finalidad de determinar la exactitud del
metodo, se h1c1eron recobros aproximadamente entre el 50% y
120% de la cantidad de Piridoxina HC1 etiquetada en el marbe
bete. Los resultados se muestran en la Tabla # 7.

Tabla # 7.
mg. Adicionados. mg. Recuperados % Recuperado.
2.98 2.96 99.33
2.98 2.86 95.97
2.98 2.97 99.66
4.10 3.99 97.32
4,10 4.00 97.56
4,10 4.15 101.22
4.80 4.84 100.83
4.80 4.82 100.42
4.80 4,88 101.67
5.32 5.31 99.81
5.32 5.35 100.56
5.32 5.38 101.13
6.45 6.33 98.14
6.45 6.42 99.54
6.45 6.52 101.09

3.4.1.1, Cédlculos para conocer la exactitud,

considerando los datos de porcentaje recuperados.

X = 99.62% n =15 to g75° -2-15(1)
S = 1.68 n-1 = 14 g.1. tg g5 = +1.76(1)
s/{n = 0.43 ty 975~ +2.15 (1)

3.4.1.2. Prueba de Hipodtesis.

= /l donde}k = 100%
A

=]

Ho:
H

=i

1:
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3,4.1.3, Nivel de Significancia («)
i « = 0.05

3.4.1.4. Estadistico de Prueba.

t - XM
calc s/yn o
3.4.1.5. Regién Critica Bilateral a Nivel de |

Significancia « =0.05.
tet/p4tcaic ¢t1-=/2 (14 g.1.);

entonces:

t9.025% tcaic 4 to.975
3.4.1.6. Resultado.

tCalc = -0.88

3.4.1.7. Conclusioén. i

Siendo -2.15¢ -0.88¢ +2.15, se acep- |
ta Ho. Se concluye que el método es

Exacto.
3.4.1.8. Intervalo de Confianza del 95% para X.

IC = X ty g6 (S/N™

Entonces: IC = 99.62% * 0.76
Limite Superior: 100.38% _
Limite Inferior:  98.86% ;

3.4.2. Linealidd (Fig. 52).

Para evaluar la relacién entre la va-
riable independiente (mg. adicionados) y la variable dependien !
te (mg. recuperados) se recurrid al andlisis de la linealidad

utilizando para ello los valores de la Tabla # 7.
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3.4.2.1. Ordenada al Origen de la Recta Estima
: ~-dal-
~ b= -0.08
; tv Pendiente de la Recta Estimada.
mo= 1,01
.~ Bcuacién de la Recta Estimada.
y = 1.01x - 0.08

3.4:2.4. - Coeficiente de Determinacion.

r? = 0.9968
3.4.2.5.,  Coeficiente de Regresién.
- r = 0.9984

'3.4,2.6. Pruebas de Hipétesis para la Ordenada
al Origen. i
Ho: b =pf donde F = cero
Hi: b fﬁ
3.4.2.7. Estadistico de Prueba para la Ordena-
da al Origen.

. . b -8
calc A 2 N\
Sy/x £ xi —
nz(xi - X)

3.4.2.8. Regidn Critica Bilateral a Nivel de
Significanciae« = 0.05 para la Ordenada al Origen.

ta/p¢teaics t1-wy2 (13 g.1.);

entonces:

to.025¢ tcalc4 to.g7s  donde:

ty pzs = -2-16 (1) tg gg = +1.77 (1)

ty g75 = *2-16 (1)



92

3.4.2.9. Resultados para la Ordenada al Ori--

gen.
tia1e = -0.92
3:4.2.10. Pruebas de Hipbétesis para la Pendien
te.
Ho: m =X donde =1
Hi: m# ¥
3.4.2.11. Estadistico de Prueba para la Pendien
te. ’
7 tealc * (. -f/% xyn
y/x

3.4.2.12, Regidn Critica Bilateral a Nivel de
Significancia &

n
(==}

.05 para la Pendiente.

t“/z‘- tealcé tl-"</2 (13 g.1.);

entonces:
t9.025¢ tcalc 4 tg. 975  donde:

-2.16 (1) t = +1.77 (1)

ty.025 = 0.95

ty g7s = *+2.16 (1)

3.4.2.13. Resultado para la Pendiente.

t = +0.88

calc
3.4.2.14. Conclusidn.

Siendo a) ordenada al origen, -2.16
£ -0.924+2.16; b) pendiente, -2.16
4 +0.884 +2.16; se acepta Ho. Se -
concluye que el método es Lineal.



3.4,

3.4.

la Pendiente.

2.15.
la Ordenada al,Origéﬁ;f,;

2.16.

.
IC=b Xty go (Sy/x)
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”Intervalo de Confianza del 95% para

Entonces: IC = -0.08 ¥ 0.18
Limite Superior: +0.10
Limite Inferior: ~-0.26

Intervalo de Confianza del 95% para
A
Sy/x

0.95 qufl' 1

Entonces: IC = 1.01 * 0.03

Limite Superior: +1.04

Limite Inferior: +0.98

3.4.3. Precisién (Repetibilidad).

Con la finalidad de conocer la concordancia de

los valores experimentales alrededor del valor verdadero se

hizo la evaluacidén de la repetibilidad utilizando para ello,

los valores de %

3.4.

dad, considerando

S

3.1.

recuperado de la Tabla # 7.

Cidlculos para conocer la repetibili-

los datos de porcentaje recuperado.

= 1.68

h
™

.82

' TX 2 = 23.69 (1)
0.95
2 = 26.12 (1)
0.975
= 5.63 (1)

jx 3.025
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3.4.3.2.. Pfuebas de Hipdtesis.

Ho: 8% = v 2 donde qu =5

Hy: S2 # -2
;344-3}3- Nivel de Significancia (=« ).
« = 0.05
3.4.3,4. Estadistico de Prueba.
| , - -1 EhH
calc g ?

: s 03,4.3.5. Regién Critica Unilateral a Nivel de
Significancia - ="0.05.

2 2 (14 g.1.); entonces:
X calc & Xl-"t

2 2
cale & Xo.gs
3.4.3.6. Resultado.

:x éalc - 790

3.4.3.7. Conclusion.

Siendo 7.90¢ 23.69, se acepta Ho.
Se concluye que el método es preci-
so (Repetible).

~3.4.3.8. Intervalo de Confianza del 95% para S
»
2 2
Ic = (nzl) (87) (e (nzl) (87).
X0.975 .Xo.ozs

Entonces: IC = 1,234 2.23< 2.65§

3.3.4. Precisidn (Reproducibilidad).

Con la finalidad de determinar el efecto de
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analistas y dias en las determinaciones hechas por el método
se hizo la evaluacidén de la reproducibilidad, haciendo para -
ésto, recobros de la cantidad etiquetada en dos dias diferen-

tes y con dos analistas diferentes. Los resultados sc presen
tan en la Tabla # 8.
Tabla # 8.
Analista 1. Analista 2.
98.58% 94.46%
Dia 1. 96.45% 96.59%
97.47% 94.94%
SRS T R 97.13% 95.77%
'Diat 2. 96.89% 96.92%
96.85% 97.83%

Los resultados del andlisis de varianza se --
presentan en la Tabla # 9.

Tabla # 9. ANOVA (2 Factores Alcatorios).

Grados de Suma de Cuadrado FCalc 0.95
Fuente. Libertad Cuadrados. Medio. ' (1)
Analista 1 3.93 3.93 1.23 161.45
Dia 1 0.69 0.69 0.22 161.45
Analista
Dia 1 3.18 3.18 3.66 5.32
Error 8 6.95 0.87 === memee---

3.4.4.1, Regidén Critica Unilateral a Nivel de
Significandia < = 0.05

Fca1c< Fl__< (1/1 g.1.A; 1/1 g.1.D;
1/8 g.1.AD); Entonces:

F A¢ (Analista)

caich ¢ Fp g5

Fea1cD &Fp g5 (Dia)
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FcachD“FO.QS Eégsfraccién Analista

3.4,4.2. Conclusion.

Siendo: a) efecto por analista, --
1.234161.45; b) efecto por dia, 0.22 <161.45; c) efecto por
interaccidén analista-dia, 3.66¢ 5.32; se concluye que no exis
ten efectos por analista, dia e interaccién analista-dia, y,
por lo tanto, se deduce que el método es Preciso- (Reproduci--
ble).

3.5. Tiamina HCL.

3.5.1. Exactitud.

Con la finalidad de determinar la exactitud del
método, se hicieron recobros aproximadamente entre el 50% y
120% de la cantidad de Tiamina HCl etiquetada en el marbete.
Los resultados se muestran en la Tabla # 10.

Tabla # 10.
mg. Adicionados. mg. Recuperados. % Recuperado.
E
45,45 42.76 98.41
43,45 42.16 97.05
43.45 42.76 98.42
67.25 63.99. 95.15
67.25 . 64.28. 95.59
67.25 66.65 99.10
79.50 . 79.99 100.62
79.50 . 81.57 102.61
79.50 83.81 105.42
86.43 88.29 102.15
86.43 85.84 99.32
86.43 87.42 101.15
103.62 101.70 98.15.
103.62 102.92 99.63

103.62 : 99.94 96.45
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'3.5.1.1. Célculos para conocer la exactitud,
considerando 1ds;datos de porcentaje recuperado.

X = 99.62% n =15 = -2:15 (1)

t0.025
§ =2.79 n-1 =14 g.1. t,

S/\’n = 0.72 ty. 975 = +2.15

3.5.1.2. Pruebas de Hipdtesis.

95 +1.76 (1)

Ho: X = }l donde M= 100%
Hy: X #H

3.5.2.3. 'Nivel de Significancia (&)
® = 0,05

3.5.1.4. Estadistico de Prueba.

¢ . X -M

X -
calc S/ ¢;1
3.5.1.5. Regidn Critica Bilateral a Nivel de
Significancia &« = 0.05

tasz4tcarcdtr-ayp (14 81205

entonces:

t9.0254 a1c4 to.975
3.5.1.6. Resultado.

t -1.03

calc ~
3.5.1.7. Conclusion.

Siendo -2.15¢ -1.034 +2.15, se acep
ta Ho. Se concluye que el método -
es Exacto.
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3.5.2.

dependiente (mg.
recuperados) se
zando para ello

mada,

da al Origen.

3.5.1.8.

98

Intervalo de Confianza del 95% para

IC = X Xty g (S/T)
1

Entonces: IC = 99,26% * 1.27
Limite Superior: 100%.53%

Limite Inferior: 97.99%

Linealidad (Fig. 53).

Para evaluar la relacidén entre la variable in-

3.5.2.1.

adicionados) y la variable dependiente (mg.
recurri® al analisis de la lincalidad utili-
los valores de la Tabla # 10.

Ordenada al Origen de la Recta Esti-

b=-0.70

Pendiente de la Recta Estimada.
m = 1.003

Ecuacion de la Recta Estimada.
y = 1.003x - 0.70

Coeficiente de Determinacidn.
2

r° = 0.9894

Coeficiente de Regresidn.
r = 0.9947

Pruebas de Hipétesis para la Ordena-

Ho: b =/ donde/} = cero

le b #/3



3.
da al Origen.

3.

Signific‘anc'ia:‘é(,

3.

3.
te.

3.
te.

3.

Significancia &

.k2.7.7' -

2.8,

.2.12.

99

‘EstAdiéficb de Prueba para la Ordena

b -/ e
) =
£ xi
nﬁ(xi - ;)2

A
Sy/x

“Regién Critica Bilateral a Nivel de
AO;OS para la Ordenada al Origen.

t°</24tca1c<t1-ct/2 (13 g.1.);

entonces:

t9.0254 tcalc to.g75 donde:
ty g5 = 2:16 (1) ty o = +1.77 (1)
ty 975 = +2.16 (1)

Resultado para la Ordenada al Origen.
tcalc = -0.31
Pruebas de Hipdtesis para la Pendien-

Ho: m = ¥ donde §l = 1
Hysom # p
Estadistico de Prueba para la Pendien

¢ = (m - 3" ) San-l
Pz

calc Sy/x

Regién Critica Bilateral a Nivel de

0.05 para la Pendiente.

t°‘/2 <tC81C Ltl_p(/z (13 g.l.);

entonces:



- 3.5.2,13.

3.5.2.14.

3.5.2.15.

la Ordenada al Origen.

3.5.2.16.

la Pendiente.

3.

5.

3.

Tt

100

to.0254 tcarc ¢ to.g75  donde:

tO‘OZS = -2.16 (1) ty. 95 = +1.77 (1)
ty. 975 = +2.16 (1)

Resultado para la Pendiente.

cale - +0.10

Conclusion.

Siendo: a) ordenada al origen, -2.16
£ -0.314+2.16; b) pendiente, -2.16<
+0.104 +2.16, se acepta Ho. Se con--
cluye que el método es Lineal.

Intervalo de Confianza del 95% para -

2

A s
IC=0b *t Sy/ _ £ xi
0.95 Sy/)\f— G, - 97

Entonces: IC = -0.70 * 4,88
Limite Superior: + 4.18

Limite Inferior: -5.58

Intervalo de Confianza del 95% para

)
Sy/x
Sxi;n -1

IC = m * t0.95

Entonces: IC = 1.003 X 0.06
Limite Superior: +1.063

Limite Inferior: +0.943

Precisidn (Repetibilidad).
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Con la finalidad de conocer la concordancia de

los valores experimentales alrededor del valor verdadero se

hizo la evaluacién de la repetibilidad utilizando para ello,

. los valores de

3.5.3.1.

recuperado de la Tabla # 10.

Cédlculos para conocer la repetibili-

dad, considerando los datos de porcentaje recuperado.

Significancia

.5.

.3.

3.

.3,

.3

0.05

S =2.79 XZ = 23.69 (1)
0.95

s? = 7.77 Xz = 26.12 (1)
0.975

n = 15 2 = 5.63 (1)

n-1=14 g.1. 0.025

Pruebas de Hipdtesis.

Ho: s2 = G‘Z donde 0‘2 =5

. 2 2
Hl' ST £ 0

‘Nivel de Significancia (&)

~ = 0.05
Estadistico de Prueba.

2 . _(n-1) (sH
calc g2

Regién Critica Unilateral a Nivel de

2 4XZ (14 g.1.);
calc™ 1-0€

entonces:



2 2
calc < )( 0.95

3.5.3.6. Resultado.

2 = 21.76
calc

3,5.3.7.: Conclusion.

Siendo 21.764 23.69, se acepta Ho.
Se concluye que el método es Preciso
(Repetible).

‘3.5.3.8. Intervalo de Confianza del 95% para 5°

oo o s’ -0 5]

) )
7(0.975 jxo.ozs

Entonces: IC = 2.04¢ 2.23£44.40

LT 4

3.5.4. Precisidn (Reproducibilidad).

Con la finalidad de determinar el efecto de -
analistas y dias en las determinaciones hechas por el método
se hizo la evaluacién de la reproducibilidad, haciendo para
ésto, recobros de la cantidad etiquetada en dos dias diferen
tes y con dos analistas diferentes. Los resultados se pre--
sentan en la Tabla # 11.

Tabla # 11.
Analista 1. Analista 2.
102.81% 100.34%
Dia 1. 104.69% 104.22%
104.60% 104.94%
103.87% 107.02%
Dia 2. 102.78% 103.07%

106.70% 105.71%
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- Los resultados del andlisis de varianza se pre

sentan—eh ia Tabla # 12.

Tabla # 12 ANOVA (2 Factores Aleatorios)

: Grados de
Fuente Libertad.

Anglista 1

Dia 1

Analista- 1

Dia

Error 8
3.5.4.1.

Significancia o = 0.05.

3.5.4.2.

Suma de Cuadrado Fcalc F0.95

Cuadrados. Medio (1)
1.25 1.25 12.59 161.45
1.006 1.06 12.86 161.45
1.08 0.08 0.04 5.32

-18.83 2,35  e-es meme--

Regidén Critica Unilateral a Nivel de

Fcalc < Fi_*(l/l g.1.A; 1/1 g.1.D;

1/8 g.1.AD); entonces:

Fcach 4 FO.QS (Analista)
Fra1cP ¢ Fp g5 (Pia)
FcachD <F0.95 (Interaccién Analis-

ta-Dia)
Conclusioén.

Siendo: a) efecto por analista,

15,294 161.45; b) efecto por dia, 12.864161.45; <¢) efec-
to por interaccién analista-dia, 0.0445.32; se concluye que

no existen efectos por analista, dia ¢ interaccidén analista-

dia, y, por lo tanto, se deduce que el método es Preciso (Re

producible).
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De los Tesultados obten1dos durante el desarrollo y valida--

‘»ste metodo, se pueden sacar ‘guientes conclusio--

El método demostrd ser exacto, preciso y lineal para cada --
una de las vitaminas en estudio.

El método demostrd no ser especifico para las condiciones de
degradacidn utilizadas en este estudio. Las interferencias
obtenidas en condiciones severas de degradacidén no son com--
pletamente representativas de condiciones de almacenamiento
normales de una formulacidn polivitaminica 6 de un programa
de Estabilidad Acelerada de una formulacidn de este tipo si-
no que dan una idea de lo que pudiese ocurrir bajo condicio-
nes normales de almacenamiento y en un programa de Estabili-
dad Acelerada adecuadamente disefiado para una formulacién po
livitaminica. Los probables productos de degradacién de las
condiciones de degradacién mencionadas al Ultimo tendrian --
que ser evaluadas para poder determinar si el método es espe
cifico bajo esas condiciones de degradacidn.

En anadlisis rutinarios de Control de Calidad, su uso serd --
del todo confiable segin se demostrd en el desarrollo y vali
dacidon del método.

El método es aplicable para el andlisis de lotes de esta --
formulacién polivitaminica que lleven un tiempo razonable de
almacenamiento y que se quiere determinar si es posible con-
sumirlos todavia.

El método puede cmplearse en andlisis de materia prima con
resultados plenamente confiables.
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62)  El método desarrollado reduce tiempos y costos de andlisis

ya que se emplea un mdximo de 40 minutos para determinar to-
das las vitaminas,
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