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I.- I NTRODUCC?1ION,



Lo introduccidn sn la prActica de un recurso tan Gtil comoe-
1a aplicacién de inyectnhles, no surgid en la forma que hoy la cono- -
camos, 3ino luego de muchas observaclones y paulatinos prograscs an w=
las cinnciss biloldgicas y en los conocimientos tecnoldsices, los-
prrparados inyect~bles, estdn constitufdos nor soluciones, suspensio -
nes o anulaoionas e3tfriles, envnaados en recipientes 7ye conseruvan lg-
oatarilidad del contenido, dratinados a le adninistracidn parenteral,
esto na, debajo o o travéas de una o afa capas da plel o nucopsas, Al
gunos de ellos, se preparan en el memento ror disolucidn o por suapen-

sidn 4o un rolvo en un 1iguidn o oor mazcle Jo selucionuss.

La sleccidn dp la via de inyeccidn varfa con la draga v las-
necasidadas terapduticas del caso, Existen drongas gue uUnicalente -
pundon administrarse par vfa inyectable sl se desea por ellas una daes
terminada accidn, puns l-s hay nue tirnen una octividad por via hucal-
y otras "or vfa inyectahlpaj otras no nueden atrnvesar la pared intese-

tinal para lla=ar n la circulacidn.

En tantn gque ratos praparados se introducen al Sryanisme w=
que suparando tordaz sus defensns, es precisao un control muy severo so-
bre su esterilidad, inocuidad y tolerancia por parte de lcs tejidos, =
Ea la forma farmecéutica que reguiere mds cuidado on su prepavacidn, -
porque el organismo es muy sensible a la introduccidn Zo elenentoa cx-

trafos, pudiendo reaccionar con nraves consecuencias,

£6 por esto que atravds de los timmpos y £ogin las necesi--

dades, que en la Industria Farmacdutica se han logrado desarrollar « =




tecnglogfas con mirns a un progroso, besando ls forma de trobsjo en sl
depariamanto e Control de Calidad; departsnnento es~ncinl en tedo lauo-

ratorio farmocdutlico.

Dicho departompnto a3 en Al cuml 3s controla la emild-d de -—
un producto, suc ve deade 1a materim primn, en el ual se determlina la-

puroza y coractorfsticas quimicas haste le terminocidn el mlsmo,

£a debido o le necesivad de mantener belo estricto control la
tnrea do febriccye medicamentos Gue se aqulern de localizer, modlficar-
o descubrir métodos y técnicas de control, gque scon confizbles, seyu- -
ras y precisnas; as{ como que su costo no sea oxcesivo sn relncidn ol —

oquirc v los rosctivoes,

Le Industris Farmncéuticn, solo se puede dessrrollar de una -
monorn {ntegrn y sficdz, ai se Aedics una prefer. nte otencidn jue ve --
dnade 1la calirdad do la materie prime, { debido m la oran diversidag awe-
lns mismas y variados procesnn de Tobritwcidn), el control durante ul) -

precena, hantn ol control de un produtto ye terminado.

Por ecuto, unn vez encontrado el método e coun:rol, de un Laoe
ducto determinado, ©s necesarlo co~probar su: precisidn, confircllivnq,
eflcaclis, exsctituyd; medisnte las searies de truebas nocesnriene, repf- -

tiéndolas lns vec-s que se indique rera sy vaiidacidn.

Las pruchns de control o la que son somotidos los inyuitables
es rrimerononte ol cantrol de la materie prime, que se va a utilizar --
pare su elabhorsacidng como un producto terminado serdn principalmunte: =
~ruebe de satcrilicnd, pruebs de pirdgenos, temsiio de partfculs, Lrua--
ba de corctadc, pH, potencie, toxicidad y por Sltize, concentracidn de -

los princirion sctivos ya en solucidn,



El nprasente trabajo consistid, wn 1o separacidn cromatoe-
grdfica por capr delgada y por colunns; y su cuantificecidn sspectro-

fotandtricamente de un inyectahbles multivitam{nico.
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IT.— BENERARALIDADES



il.= A ) ANTEC'.DENTES

La praparncidn de 1ns medicanentos, sique sieno el objetive
rrimordial e la farmacin como profosidn sanitoris. La nisidn ndis -
nspeci{ficn del farmnchuticeo, estriba on la preparacidn dul m-dicamento
conpu=cto, ws decir, al firmaco manclado o exciosientes, sustancias - -
inertes, dtsaluﬁnhng, soportos, cublertas proteciorany que en furma =-
adacuada, nongan o disposicidn del nédico‘cnn 1a mayor simplicidad, --
acomps “‘nda de 1o mixime seguridad, sin parder la ofirncla ni rotencla-

torapdutics dol madicamento,

Uno do los aspectos importent s, o35 &l andlisis pars garan--
tizar quimicaomente lo dosls y purcza de los nudicementos siwples y com

ruentos.

. Haota 1n dnpca de la nrimera auarrs mundial, lns farmacias =
tuvieron pl cetro do In salnborecidn do los remedios recetados por ios-
mddicos; les fdraulan magiastrales, osumfan ol 9077 dol trobnjo 2ol fap-
macéutico,. Las matorlias nNrimas, cren p pPartirsr de productos nezturale.
o nor afnteuis orvdnicas, crerando drocas artificisles como lus analgfe-

sl o8, antitéralces y sntirtoumfiticos.

Lo quf:ice extracsiva, sigue soienlo un popel wxtraordinorio-
en la bdsqueds o nuevos fArmacos, como sucodid ol doscubrirsa los ee

sntibldticos, vitaninas, fermentos y hormonas cte.

Las nueves droghs son sumamenta activas, y roguleren para que
sean eficnces, un alto grado de auareza, correcino dosificacidn y una —
gran motablilidsd nue aseguren, uro potencla farmacoldglics conziante, --

reciss y correcta.



Los controles de calidrd que e practiczsn en los leboratorioas
industriales, aseguran una uniformidad y seguridad en ls accidn filsio--
1dgicn, que rstd de scuerdo con une indispensable normalizacidn tarae-

réutica, quimica y bioldgica,

Actualmante, constituye una nocesi!ad entre los anolistny -«
pctivomante conprometi Jos en el mndlisis de vitaminas en =aedicementos,
tener n su disnosicidn aftodos y téenicas gue se utilizcn en los laboe-
ratorios de control y de investigacidn. €1 emoleo nrogresivaments mo-
yor de las vitominas en la industris farmacéutice, conficre una in o1-

tencia axtraordinaria an su dateccidn y deterninacidn cuuntitetiva.

Actualmante, e3 muy iffeil pare los gquinicou, seleccionar -
1a solucidn apropieds para algdn problems particular en el andlisis e

1as vitaninas.

Es por eato que #) rincipel objetivo gque 2e prfoponA an e.te

trabajo, es ml de valldar un método, con el fin de pro.orclonsr uns ==
tfcnica para el unflisis de asligunas vitaminus, ffcil cde realizar por -

cuplquier guimico y con el menor coste poalble.

La Industris Farmocéutice, oatd psp cislmante interesacs on -
1a validacidn «r métondos Analfiicas debido o las nuevas dis.osiciones =
que timnen que ver con la aolud y gque renoierwn de nétodos ce andlisia-

apropindos,

Uns varte integral del desarrollo de un métcdo anelfitico 3=
1a validecidn del miamo, e% decir, el métoco dese Nroborse para Jetege

minar su afectividnd, La validacidn genernlmente incluys una evslua-



cidn de la precisidn, linanridad y exoctitud; y proporciona uns medi -

da del comnortamirnto del mtodo,
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1T.-BYVALIDACIUN

Yalidar, ®s uno comprobocidn y verificecidn de la efectividod

y reproducibilidad do uns técnica, de una operocidn o do un proceso,

La validncién del mdtodo, fuecde cefinirse co®o el procmso ,or
el cusl queda onotablecido, nor estudios de leboruwtorio, que la cepaci--
dad del método satisfnce los reuisitus pora las eplicecionos snalfti-
ca3 dpzeadas. Le cnpa:ridad se expresa on este casa, en térninos de «

pardmetros analiticos,

£l proceso de velldecidn de un mdtodo en particular, estd -
besado an princli-ies cient{ficas mdecusdos y ha sido optimizado pars -

propdaitos précticos de medicidn.

Pnrn llever & crnbo uns validacidn, se cuenta con estadfisti..
cos, gréficas de control, muestreos roalizwdes, pare ser reslirndos -

nor punlouisr persons bajo ims mismes condlciones,
Los nordme'ros para deterninar en unp validecidn son:

LINGARIDAD: La linenrided de un sistema o método anslftico, es su =
habilidod pars sugguror gque lo% rosultados snalfticos juedan ser obe=-
tenldos directomente, o por medio de una tronsfotmacidn nmotenfticn ==
bien definida, los cuoles son “ro-orcionoles o 'la concentrzcidn de 13

sustpnciz dentro de un rango determinado.

RANGOD £s gl intotrvalo entre los niveln:s superior m inferior de le =
sustancis (incluyendo estos nivelrs), ol cual se ha demostiado que oa

praclso, execto y lineal, utilirondo sl métode descrito.



EAACTITUD: Es la concordancin entre un valor oLtecnido exPerimennal--
menta y el valor e referencin, 5Se nxpresa comc ml ;orciento de re==-
cobro obtanido del andlisis re musstrms a lma qua se les ho odicionado

cantidadas conocidas do lp sustencla.

PRCCISIOY: La precisidn de un mdtodo analftico es el grado de concor-
rdancla entre resultlndos analfitlices individuales cuando el procediripn-—
to se aplica repetidamonte a diferentes mﬁuutrana d@ uno muesStra humoe
génas del producte, lsuyalmento Se expresa on térninos de Desviacldn-
Estdndar o Jel Loeficienze ce Vardacidn,

Lo precisién es una modida dol grcodo de refroducibilidad
y/o repetibilidad del métocdo anslftlico bajo condicianos normsles do ==

oporacidn,

a) ATPETIBILINAD: £s 1la precisidn s un mdtodo annlftice expre--
sndo como la concoardancia obtenido entre doterminaciones indepun—
dientas ranlizadas ror un sole analista, usando los mismos spara--

tos y técnicau.

b} REFRODUCIBILINAD: £a 1a procisidn ds un mitodo snalf{tico mx-
presadn como la cancordancia entre detrrminscicnes independientops-
ranlizndas nor diferentes snelistms en diferantes ofes, en ol mia-
mo y/0 en diferentes laboratorios, utilizando el mismo y/o diferom

tes equipas,

LIMITS DE DETECCION: Es la mfnimn concentrecidn do una sustancia en -
unn muestra la cual punda ser deatectaca, pero no necessriamento cuanti-

ficade, bajo las candiclones do operncidn establecidas,

10



LIMIT= DE CUAMTIFICACION: Es la manor concaniracidn d¢e vuna susztnncie -
BN Uno muestTo que pueda ser determinada con preclizidn y exsctitud -

sceptebles bajo las condicionrs de operaciones estokleccidac,.

CSPECIFICINAD: €8 1a moedida del gravo do interferenci: ( o ausvncia) -

en el andlisls de myostrms camplejas,. = la hpbilicad de un mdtodou -~
onelftico pnra ob enar una res ussts debido dnicemente a la sustancle -
ds interds y no & otros componentes da lo muestra.

TOLEUANCIA: Es el grado ds reproducibilicad de los rewultador nneli-

tico4 obtenidos por el andlisis do le mismn muestra bejo mocdificacioms
noa de las condiciones normales de nperacidn tales como diferon ey -

temperaturas, lotes Ae renciivos, colunnas, sivtaass de clucidn, tliua

de empaque {soporte, Tase astaclonaria, etec.) condiclonus enbientales.

1"




$l.e C) VITANINAS



11.- C)} VITAMINAS

Los vitenines, son componentos orgpdnicas esencialas de los
gue existen en S a 200 ppm, en las diatas mixtas totales tfpicas. Etn
alguns dpocs ses penad qua eran eninas, y r-cibieron el nombre de uvitas-
mines ( aninas ssnrncinles rara la wida}, sin enbergo muchas de ellas -
ne son aminas, Los witeminas se idontificaron -rimero por le aApari--
cidn do trastornos cnrencisles cusndo se owitfan en 1z cluts dol o=
bra o on animales de experimantrclidn, En el hambre, hay cinco aifeg
madades importentss por usencia de estas: gqueretomalaciaz, roquitismo,-
boriberi, pelagra y sacarbuto. La meyar parte de lou signos y sfnw-

tomas desaporacen adainiatrands la vitemine adecuasda,

S0 ha denostrado gue la mayor parte de las witaminaa, son --
componentes do sistamas enziméticos, y oo hecha, el térming vitamine,-
suple reservarse para los constituyentes dietdticos esesciales gque fu,
cipnen caomo coenzimes o procursores de les mismas, Aungue 33 CONDu-
con 1oo nmecanismos de sccldn de lea vitaminas, en msuchos nrocusaos mues
tabdlicon, nc siempre es fdcil relacionar los s{ntomas de carenclag --

con ol trastorno dem reccciones snzimdtices en particular.

A medids que se fueron dascubriendo, cada vitamine ac denge-
mind eon unbp letro: #, B, C, D, etc., postericrmente se identificd la-
estructura gui-wica de la mnyor perte de ellas, y por lo teato la cla--

sificacidn por letras hoy dfs es nracticamentn superflua.

Lps vitaminas importantez en le dieta del hombre son: A, = -
connledo B, C, D, B, ¥ X, Las vitaninas se clasifican do dom formas
por sy solubilidad: Hidrosolublas gque son €, y B, vy Linzosolubles que =

asn Ay Oy £ ¥ Fe.

13



Las lidroosolubles, se encuwantran en liguido extracelular, y
se excratan fdcllmsnte por los rifiones, de tal ‘orma, gue as fécil el
dasarrollo do una enfermedad por tarencins, deswuds do ingarir por o=

cortao tlempo una dieta pobre en estss vitaminoas,

En ganeral, no os probable gue la sohradosis impliquo con-=

sacuencins grovas, norque el exceso se olimina répidamanto por orina.

En cambio, ol organismn nuede consazvar un gran depdSsito de
vitaminns liposelubles principelmonte en el hicpdo; 1a pnfermeded por
coruncia do nstues, u4 desarrollan despuéda de varios moses cde rostrine
gir 12 ingostidn en parsonss gue previamente hen rocibido una dinta =
equilibrada. 54 una vitamina lipozoluble 2o inglera en cantidades=
gxcesivas y 20T un perfocde prolongado, su acunulacldn fuode cauvser ==

signos y sfntomas tdwicos.
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COPLEJD B:

Los miembros dm este grupo, ne clasifican cn conjunto Sofr--
gue 3o pncuentran reunidoa en las allmentas; las <rincinales fuentiaes-
son la carne, harine cnters, «hfcheros, frijoles y tembldn en la lovs
dura; compo se cunncuantran juntss an los alim~ntos rara vez e ven ==
taranciss do algunns co ellss, L2 mayor parte son sintetlczados por
ln flore intastinal, aunque no sifempre se sabe has:ia que grado el or-

ganlsmn pueds utilizar ests fuentie.

Las vitaminas importantes dHel grupo B, ecn las dimtz3 del =--
hombre son: Tieminn (81), Ribhoflovina (Bz). Priridoxine Es), Liono=--
cobelonina (812). Acido Fdlico, Acido Nicotfnica (niacina) Acico Pan-

totdnico y Siotina,

KICNTINAMIDAY Se encusntrte on levoduras, higado, carnes ma
¢ras, cncabtunres, chichsroa, frijoles, arrdz; los necesivacdes dimtias
son alrededor de 15 a 20 mg por dfa. El organismo no depende de --
uns fuente de dcido nicotfnico o nicotinemida, vea gue so forma en el
hignde y on los aritrocitos e portir del triptdfencs 69 mg de triptd-
fano, producen alr-dedor de 1 mg de nicotinanmidm en formn uve micotil--"

notoj su conversidn auments en el embarnzo,

La carencia de nicotinamide, cauna la onfermedad llamada -»

pelagre, y por os5to se le denominaba en ocaciones vitanina B, La ps
lagra, se caracteriza por derwstitis, cierrce y demenclia; su apariee=

cidn se favprece por le luz del sol y ol trsbajo fisico intenao. La
dormatitis toma la forma de unn coloracifn intensn roja nbacura en ==

todns 1ns freas oxnuestas al sire y a la luz, mosterioracnie se torna

ance ¥ ngrietadna; hay inflamocidn oa mycosas, incluyendo lea del tubu

.o ... s



digeativo; ol individuo puede presentar alucinaciones y delirfioc; en el

porro la carencio de esta vitamina couss la enfermedad llamada lencus
negra.

La carencin de esta vitnnina tambidn puede scr ococionads on
coson de enfrrmaedades intestinalas crdnicos, v en el sfndromp carci-=

noide, Inhibn la sfntesis ds lfpidos; =0 ha utilizade non casos de-
hiprrcolostoralania,

CIANECOEILANINA {B,,)

E8 la vitamina que cura la anemin porniclosa; originalmente

so extrajo del higedo, nero hoy dia se obtiens jor fermentocidn on ==
gran ascala. Las noceaidedes diariny do 8,, son 2lrodedor do 1 mi-

crograno y la caroncis sunle daberss a -‘oefectos de absorcidn on el ==

intestino, mds que a una ingestidn dietdtica adocuada. La dinta ==
duale contener cantidades moyores de las necesarlas y las mejores = =

fuantaes son higade, rifiones cnrne y lecho. Le cianocobkalaminz, es=
asoncial para la critronoynsis {fornacidn deo gldébules roios) normal,=
y también participa en forme dirmcta e indirects en el metubolismo dco
los fcidos nucldicoa, protefnns, gracsa y carbohidratos, Sy caren

cla causa altoracionus deranerntivas en la mécdula espinal adewSs do =
la anomia perniclosa. La 312' no sole induce un aumento en los ru=

ticulocitos, le henoglobina y ol nminoro de los critrocitos, sino yuo-
pfoctn favorablomente los sintomas nourcldsicos; tamhidn os nocesarie

para la biogs{ntusis de grunos metilo de prrecursores de un carbano y =
pora 1n sfntesis de la timidina y otros Jdesoxirribdsides. 3y accidn
gobre la moduracidn da aritrocitos es desconocida, afectu tambidn loe=

farmacidn da la mielina.

CATRACTO DE HIGADO

Es un nolvo higroacdnico, gque sumenta el ndimoro de gldbulosn-

. 1R




rojos en ls sangre de les personas que nadecen anenmia perniciosa, -

Le actividad antisndnica aproximade del extrocto de hizado en lo ane--

!
!
EA

mia poarnicioaa,- Le actividad antisncmica aproximada del extructo J.

higado en la anemia se nxpress en unidades N,F. Se conzerva en al-
cohol al 257% an vol'mon; o on glicerine a no més del 4C0; se oxidp «--

féciimente con 1l lyz.




1I. p) METDDOS ANALITICOS



VALORACIOM NNHITRA:

£3 uns titulacidn de cotrncinlizacidn en rel:cidn o la basi-
cidad de 1lms eminm3; se usan compo solvente dcildo acético, y como titu-
lente perclérico en acétlico. tsin valoracidén se repliza cuando l:4
sustancins no son solublea en agua, 0 hoy que reforzer su carfctoer ---

feido o bisleo, ;nra sumentar su sensibilidad al Indicador.

ESPECTROFCTOMETRIA:

gste médtodo es uno de loo mfs sisples y soncillos npata la =
doterminacidn de vitemines; en combio 1. presencis en la -.olucidn pro-

blema da otres sustsncims que puedsn pbsorber en le misma regiln, - -
pueden in‘prferir sorizmente en ladeterninacidn o andlisis, £s unao-

de lo3 melores medios porn ol anflisis de viteminas en preparccionus -

farmacdutlios multivitomfnicas y nroductos sirilores, siempre y cuand,
no contengnn otros sustsncias con bandns da mbsorcidn en la misma zuns.

£n lo cnpectrofotometrfa, U.V., 1ne Lrnnumisioncs de luz van descda 200

a 400 nm,

CROMNATTGAAFIA EN CAPA DLLGATA

En una de lns tdcnices de separnrcidn mds uvsndas para el end-

lisis en farnocie; consto de dos fnsrs, en la cual las sustoncias pola
ros 9 no, von o seT retenices dependiendo de la sfinidad de ellns. -

Lo tdécnicn consiste en la eaplicacidn de uns solucidn problema, o una -
cencontracidn conpcida o no, sobfe unp plAca con un B0;0Tie, en felpe-
cifn & un opsténder con concentracidn co-ncide; 20 escogen cluentes con
l1a roleridod suficiente paro la separacidn de los componentes del gro-
tlema, en ol cupl sp observard como una monct:s cn este caso bajo una -
ldmpara de luz U,Y. En seguida se extrae dellaietando v raspando;
luego con un solvente, se extrac ¢l cunl tengn un buen coeficienic ca

19
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nxtincidn, La oxtreccidn del problems cdel soporte, se hard con

ayude do agitncldén y centrifupecidn en un %iempro doerminsdo; ¥y una -

vez heche la separncidn, el l{quido sobrenadante se cuyantifica sagin-

indiquo el mdétodo,




CAOMATOGRAFIA DE COLPMNA

Es une tdenice de separpcidn, gue oblioe a une nezcla de --
verios compurs’as o separmarse, a trevéa de unp coluans o Subo Ggue pus-
da ser de neotol o vidrio, con un sororte especifico reducido a polvo,-
llamado fuase sstacionaris, tn mezcla problems se deposita en la 733
te su-erior de la columna, el cucl 4ird en un solvente llamado foup né-
vil, que ird§ descendiendo a trovds del soporte en diferentes velocida-
deo, cada uno de los comrponpntes de la mezcla o soparur) dicho fluja -
¢t ragulado nor una llave de control en la parte inferior de ls coluwn=
nay donde ol final son recogidos los compuestos ya separados. Cuin-
ten muchas formes do cromatoyrnffa, en el cual 153 soportes pueden swer
sélidos o'lfquidus, pero todos ae bbnsaon en en las Jdiztintas velocida-
des de mirracidn de 2oma, cousade por las difercntes efinicades e lao

fases on relpcidn o los componentos, sus pesos molec. . iates, sus cowmi]-

clentes de rorticidn en lops difprentes oluentes,
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1I.~ E) VALORACIONES



VALDRACION PARA MATERIA PRIMA

NICOTINAMIDA )

METOD0: VALOMACION AMHIDPA

MATERIALTNS 2 metroces de 250 ml,
1 burets de 25 ml.
1 probetn do 100 ml,
1 probets de 25 ml.

REACTIVES: 150 mgr. de Nicotinanmide,
' 10 ml, de Acido Acédtico.
50 ml. de HBenceono.
Indicador Cristal Yioleta,

fAc. Fercldrico en Acdtico 0.1 M.

ENSAYD: Disolver 150 mgr., de msteris prims {Nicotinamids) en -
10 mi, do Acido Acdtico.
Adicionar dos gotns de Cristpl Violets,
foner Bn una bursta Ac. Perclérico en Acético 0.1 N pora-
titular,.
Tltular lp solucidn da Nicotinamide heste el virs del co-

lor.




Un' ONACIONM

MeINO0:

MATERIALES:

RCACTIVDS:

VALOAACION:

PARA CATRACTO OF HIGADD

RUDKIN AMD TAYLOR

1 matrdz £rlenmeyer de 250 ml,

1 mgitador. '

Tiran de pH

Z probetas de 100 ml.

2 vesos deo precipliado de 250 al,

2 embudos do separacidn de 250 nl.

fluratTs Problema 20 ml.
HotH sdlido,

Na0W 102,

Sulfato de Sodio Anhicdro.
Alcohol Boncflico 30 ml,
Cloroformao.

Sol, de NatCN al 10%,

Foafato de Potasio Monobdsico el 12.57%,

£n un matrdz de 250 ml., transforir una plicucts de 20-
ml. del extracto de higado.

Agregar 0.5 gr., de HaCn sélido, y agiter hesta 5u diso-
lucidn. Ahustor el pH de 3.5 = 10 con solucidn de Hie
dréxido de Sodio a1 107,

nejaf reposar por 5 hes., 8 tompereturs smbiante para e
com7latar la conversidn de cianocobslaminu sl complejo-—

ditimnura,




Agreger 2 gr., de sulfato de Sodic Anhidrn, ajustar el nH, =

entrs 11.0 - 11.5, con solucidn da Hidréxido de Sodic ol 103.

Poaar & un ambudo dn soparacidn, lavar con tres porclones -
¢a Alcohol Bencflico de 5 ml. cods una, combinando los extractos alco-
hdlicon,

fxtrncr con treos porciones de sgue de 5 ml. coda unej com- -
binando los extractos acupsos y pasdndolos o un mutrds de 25 ml y afe-

rar con syumi osta aerd la splucidn A,

A una alfcuote de 10 ml de la solucidn A, agregar 2 =1 de la

solucidn de Clenurc da “odioc ol 10% ( sol. 1)
A uns 3egundes elfcuota do solucidn A, ayregar 2 ml dm msolu=- -
cidn de Fosfeto de Potasio Monobdolco ml 12,54 para ajustsr al oH cne=-

tro 5 = 6 (S8l., 2)

Medir ln eoxtincidn de cadms una de lms solucliones e 582 nm.




VALGARACION PARA CIAUMCCOPALA™INA
METOD0: ESPECTROFDTOMZTRIA

REF. AHALISIS DE VITAMINAS

MATERIALES: Probeta de 100 ml,
Matrdz volumdtrico ca 100 ml,
Vase de precipitzdo de 100 ml,
hgitadar.

REACTIVDS: Sol, da Cianocobalamina el 0,01 MNgr/ ol.

VALORACION:

Preparar una =zolucidn do clonocobxlamina a uns concentra ee-

cidn de 0,01 mgr/ ml.

Leor al sapectrofotdmetro a unps absorvancls da 361 nm.




II.- F) INYECTABLES
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INYCCTABLESS

Los inyactahles, son praparndes gue eatdn constitufvios por -
soluciones, susnenaiones o emulsjones aslériles, onvasados en reci,len
tes que connervan la psterilidod del contenido, doctinados a la odnle
nistracidn parentarsl, esto es, riebajo o 2 través de una o mds copns -

de piel o mucosa.

Algynos de nllos se preparan en nl momonlo jper disolucidn o-

por suspensidén Je un polvo en un lfnuido o ror mezcls de soluciones.

Le eleccidn 2c 1a via de inyeccidn, varfa con lo droga y las
necosidardes tersanduticas del casao, Eus la forma farmacdutice guo Te
quiere m4s cuidade en su preparacidn, Porque el orgAnismo 83 muy Lon--
sible a lra introduccidn da elemontos extraflos, pudicndo reaccionar con
graves consrcuenclas, es por este que es preciso un contral muy Severo

sokra su eateprilidad, inocuidad y tolerancla por poarce de los tejidos.

Las modalicdades de aplicecldn 3on lo intradérmira, subcutd-
noa, intromuscular, intravanosa, intracardiaca, lntraarterial, intra=
rroqufdea, intraarticular, etc. En otros tiempos sr usaba lo via
peritonool, quo fur desechadn, -lebido B los riescos que prusontoba, =
on 1la posibilivad de pincher unn visc-ra, o de contaminar une cavidad,

¥ mds aun provocor uns peritonitis mecénica.

VIAS DE APLICACION DE INYLCTARLES

INTRADERMICA:

Se amrles generalmente para prusbas de sensibilidad, donde -

o T U - [ e et -

!
|
3
1




existe poca obsrocidn,

SUBCUTANEA:

Ca cuendo prnetta hasta el tejido blando bajo la -iel, es -
fécil de a=licar lo que conatltuye su mayor ventsja, la {nfusidn co -

lanta y 1r absorcidn indefinica,

HIPDDEAMOCLISIS:

£s unp ordministracidn lente de un gran volumen, y scn solu-
clones simples e imotdnicas, Fstns vias no pueden utilizarse por =
pqr!odo: rrelongados, pues el tefido se inflomo, se engrosa y se vuel
ve doloroso, par le tante 1a reaccidn tisulars, recduce mucho la absor-

cidn,

INTRAMUGCULAR:

Cfroce gran facilidad de onlicecidn, pero los volumenes son
muy reducides; los volumenes grandes, producen abceaos, necrosis, - =

cansanclo Aausculsr y dolor.

EnDOVENDSA:

Se rnsjerva pars casps de emorsorciss, en los gque se desen =--
slcanzar con rapidez niveles pldsmicos esltos y cuando se trate de 80--
luciones irritsn es comnp lms de clorura e calcio o de solucionecs hi--
partdnic.is. Ambza deben lnyectarse por esta wfa, pora vviter 1a fogp
mocldn de oscoras, Solo debe usarse cuendo no existie oirez o7cidng-
sin amterco tiene la ventsaia de adninistrar grandes v;l&nenss sin mp=-«
yoroa problemos, salvo cuendo Superen lo gque uaden eliminer los rife-

Nes.
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MONDGRAFIAS

MATERIALES

mMETODDOS



HICPIINAFINA

FORAULA CONDENSADA CEHENZU

FORMULA ESTRUCTHRAL:

\Cenu‘
PESC MDLECULAR: 122,13
Contiene entre wl 98.5 y 101.1 ¥ de CgH N0, celculado sobre

basa anhidra.

SOLUBILIDAD: fLcilmente wmoluble an ogua, y en alcohol; soluble en gli-

cerina, Sus solucionas son neutres en papsl tornasol,

ENSAY( DE IDENT1AD PARA MATERIA FRIMA:
En un matraz volumdtrico de 1000 ml., =& disuelven 20 gr. de
muestra, se afora con apue, se mezcls y 5e determina ls sbsorbancie a-

245 y 262 nm., us ndo agua como Ague en el espectrofotdmetro.

A 245/ A 262 = 63/67 =
TERPERATURA NE FUSION: 128° y 131° ¢
PERDIDA 7£ SCCADD: 0.5% de peso por 4 horus sobre s{'ice gel.

RESIDUD DE IGNICION: 0,1 %

CESCRITCION: Folvo crdstulino blanco, 4nodora o casi inodoro con -
aabor nmargo,.

METALES FESADNS: En 10 ml, de agus, se disuelve un gr. de muestre -
se sgreoa 7,5 ml., de solucidn 1 N de HCL y e diluye con ayuoc hasta-

25 m1 8l 1{-ite na 30 pup.m,..
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SUBSTANCIAD FACILMENTE CaBOM]ZABLES

En 5 ml. cde 3olucidn rnactive Je dcido sulfirico, se disucle
von 200 mg; la coloracidn de 1a solucidn no os mis intense gue la de -
la sclucién tiro de comnarncidn (vémse: solucioncs colarimdtricus)
CONSERYACION: En pacipisntes herméticamente corraudes,

INDICACION: Se nmplea en vitaminoternple ontipelngrosa.

RCF.: USP XYIl




RICOTINAMIDA
MITODO DE STPARACION: Cromatogr-fis de Capz Finn
TECRICA DE CUAKTIFICACION: Espectrofotometria.

FORULA: Cada ml. contiene:
Rincinanidn .ssvsvscarassssscsancsssonrorancas 50 [~ o)
Cianocobalaming .seesstsvsevatecaranssaracsns 15 mep.

Estr:eto de Higado eguivalente a
Clanocobalominn .c..eevevevessracssascancsspasne 10 meg.

Vohiculo CubeDe cousseaveacacsavsoccscsscsvns 1 ml.
PRESIRTACION: Frasco dmpula con 10 nl.

ZCUIFo: EZnpectrofotfmetro BICIMAN Nod- 25.
Centrifugn CLINICA INTEENACICHAL Med- C. L. 4000 rpm.

MATERIALZES: Placos pora cromatogr:fis {(crommiofolios) F- 254
Cdnrro de vidrio para cromatografin: 6.5 cm ancho, 22.5
largo, 11 cm do profundidnd.

2 ¥ntracee aforados de 10 ml, merea IVA

6 tubos de centrifugn

REACTIVOS: Solucién eotindar de Nincinamida de 10 pgr/ml.
Solucién provlemn.
Isobutanol.
Iaopropanol.
Etanol 95%,
Agun destildo.

TROCESDIMIEKRTO Z°RA LA CROMATOGRAFIAR

= Lavar y soenr perfectamente 1o cdmara,
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~ Praparar 20 ml do la mezelm e eluantaes: Iscrprapeznol, lsobutasnol, -

Agun, {1:1:1) y ronsrla dentro o 1z cdmarer; taparla perfeetancnts.
- bejfar soturando la tAmare “urants 2 horas,

= Aplicar em el cromstnfolic 10 mcl., de la salueifn estdnder de licoe
tinaaiie; v 1D eml,, de Ia solucidn nro.lema en cadm carril y cejor-

quAr sSBOUD.

- Colaocer el cromatofcolio -entra de In cimara sntura a, ¥ o3{Erar o ==

qua2 corran los elunrntes, hasta wup cm entes del borde.

~ Sacsr @l cromstofolio, y 2%pPTar m QUB SCgUH.

Ver con la ldéapare de lux U.V., y tdelinensr el contorno de las mone=

chas quo RpATeceft.

PROCEDIVIENTOS € FXTRACCION:

- faspar las manchas por separadeo ¥y ponerlas cdentra da tubos da cenLr£
fuga cada unnp,

~ foner 5 ml ds Etanol sl §5% y sgiter duarants 5 minutes,

= Contrifugar durante 10 winutes s J508 rpm,  Filtrer o docoantar la so-

lucidn,
« Ppant las sohrenodan®es s la coldo del osapsctrofotdnetro,
- Calibroar ul eospectrafetdmetro con Etonol al 9537,

=~ Loar a 252 nm.




CIANOCOABLAMINA
MONOGRAF IA

Vitomine 5'12

FORMULA CONDENSADAS Cgs Hag Co Mia P

FORMULA ESTRUCTURAL:
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P.M., = 1355,40

Contiene ontre ol 96 y el 100,57 de 553H3555H1antnp, calculado sobre =

base anhidra,

DESCRITCIOY: Cristmles de coler rojn ohacuro, o roluvo amorfo o cris—
talino, rojo. La forma aniidrs es muy higroscdpics y expuocsta sl =-

aire runde obsorher el 12 % de agua.

SOLUBILINAD: Poco soluble en agua, soluble en alcohol, inscluble en

acotona cloroformo y dher.

ENSAYDS OF TDENTIDAD:

El espectro do ebsorcidn ultravioleta, de la solucidn ce la-
muaotra © que se mide la mbsorbunclu en Vsloracidn, exhibo mdximas o -

278 nm mds menca uno a 361 y » 550 nm mds menos dos na.

La relscidn A 361/A 278 es entre 1,70 y 1.50; y la relecidn~
de A 361/a 550 ps antreo 3.15 y 3.40.

= En un crisol de porcelana, se punde apnrorimadanonte 1 ng -

do la muestra con 50 mcg do ~irosulfato de potasio.

- Se anfria la masa, se disgreca con un esits or de vidrio,

se sgrata 3 ml de agua y se calienta a ebullicidn; hasta su disolucidn

- Sa egrens una gota de solucidn indicador de fenoftaleing,=
y solucidn de hidfdxldo de sodic 1:10, gotm & gota hoste Qqua tome co--
lorucidn ross. 58 agrecan SN0 mg de acetato de sedio; 0,5 nl de --
dcido ocético diluido y 0.5 ml ca solucidn 1:500 de disulfanato disde-

dico = 1 = nitrosn = 2 = naftol 3,6.



Inmedintoments ae produce une coloracidn rojs o rojfe~norenls

28 sgregon 0.5 =) de Scido clorhfdrico y se hicrve dursn-e un minuvto,

En un matrdz de destilacidn do 50 nl, se disuclven sproaie-
madnamante 5 mg, dp nuestra en S ml de onus y )l metrdz mo conecta A un
refirgerants vortical carto enfrizdo por avwp, cuyo extreme de salide-
sg iptraduce en un tubo de ensayo que contiens um m) de salucidn du --
0,5 6 de hidrdxido de wodio. Al matrdz se agrevan 2,5 ml de Scluo-
hirofosforoso, sotens y se cnlipnte a fusge lento durante 1D minutous
oo daostiln 1 nl y se recibe en el tubo deo ensayo, Al doutilodo se
anregan cuatio gates de solucidn satursda y fria de sulfato fefrusy --
amfnico, se sgita supvementa, se agrege aproximadamente 20 mg de fluu-
Tuto de sodio y se hierve, Ge agrega de inmedliato yots & pots Sci-

do sulflérico diiuido 1:? hastas gue la sclucidn de =clare,

So sgreqga un excead de tres » cinco yotes de Scido sulfdrice

diluldn, y en rocas minutos se produce una colatacids pzul o varde=szy

lose,

PERDIDA DE SE£CADO

En un herno para desccar 2l vacfo bajo una prasidn de Smm
ge mercurio cucndc mMenns y o 105° Ly se desecan cerce do 25 mg do = =~
muestro durante dos horasi perdiondo humedad cuondo nfs del 120 tol -

poso utilizado pars la pruebs,
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CIANGCODALANINRA

MZTODO DS SEPARACION: Cromntorrafin de Yolumnz y Txtraceidn.
TICRICA DI CUANTIFICCION: Copectrofotemotrin.
FORMULA: Cnda @ml. conticne:

Cianocobalaminn (312) tretecatesesosarsasrscvnarrones 15 DBCE,

Extracto de Higado oguivalente o
Cinnocebanluning (312) tssnnsesnaserussnsravensasansss 10 RCZ.

Rineinnmida sseevssscsencncsnnrsascavesnanssnansncrensse 50 Ty,

VYehiculo c.'D.p- P N e R N A ) 1 i,

PR3ZSZNTACION: Frosco dmpula con 10 mi.

WATERIALES:T Columnan de vidrio pmra €. de Columnn do 30 cms.
‘sf1jca £ol prra Y. de Columna # 60 ( 0.063-0.200 zoaYUTRE
Matraces aforados 4o 100 ¥y 50 nl,.
Vnsos de proeipitade do 152 y 200 ml.
Prouetas de 25 y 103 ml,
Entudo de separacidn de 250 ml.
Filtro do romy corte
Pipetio volumdtricas de 1, 2 y 10 ml,.
Agit:doros
Natraces aforadon de 500 y 1000 =l.
Soporto Universal
Pinz:a paro soporte
Bafle Maria
Fivre de vidrio & pelo de angel blanco.
REACTIVOS
Sol. optdnder de Cianocobalamina do 25 mep/ml,
~oiucién Problema
Citrato de sodio
Aeido Yitrico,



HCL 0.1 N

HCL 1.0 N

Acetona 657

Dlaoxano

Clorformo

Alcohol Bancflico

Sel. de Clanuro de Scdio
Cionuro de sodio sdlido
fteido Sulfdrico 2 N

SulTato de Sodlo Anhidro
P=clorofenol

Isopropanol, Iachbutanol, Agqua destilada

8) PREPARACION DE SOLUCIONES:

1.= Solucidn Eatdndar do Cianocobaolanina (B1z)=
- Fraar 2.5 mg da Cianccobnlamina puro, poncrla en un matrdz de -

100 ml, y aforar con agua destilada ( 25 meg/ml ).

2.= Solucidn tamrdn Citrato de Sodlo-pcidoe.C{trice:

= 65 gr de citrato de sodio.
50 gr dec dcide citrico.

1080 ml de ngua destilads,

Pesur 123 3 stanclas y disolverlas on el agua destiledn, aforaer

s 1000 m1; njustar el pH & 4 con &cido cftrico.

3. Solucidn Dioxano-liCL=Ague:
= 60 nl Ligxano
- 10 m1 da HCL 1 W

- 30 nl de Acua

4. S0lucidén de HalK sl 103

= 10 gr de NaCN en 100 m1 de agus destilada.

an



1.-
2,-
Jem
Aom
Sa=

Taw
Be=
9=

10.=
1M1.-
12.~
13a=

14, -

MCTNOO:

Lavpar el motarial y sccarlo.

Colaochr an la coluana 1a fibro de vidrio o pelo deo eanyel Slanco.
Llapar con sflica hasta una altura do 10 a2 12 ¢m,

Lavar 1a columns con la solucidn tampdn hasta tencr pH = &
Invortir la columna varisa veco s con ls solucidn tampdn, pars «=
ovitnr gue guecden aspacios entre las partfcules de 1a sflics.
Eluir le selucidn tampdn hnsta gque guede 5 ml por cncimo de la -
sllice.

Tomar el pH da los lfguidos wluyenteu.

Se vierte dentro de la eolumna la splucidn problema.

Se lava can FCL 0.1 N hrsta gue los ligquidos eluyentes no tengene
coloracidn, ypédando solamente en lp parts supurior una banda con
coloracidn rojizs propin do 1n 312.

56 lava con 50 ml de Acatona al 657,

50 do un sagundo lavadoe cen HCL 0.1 N.

S50 vieprta la sol Dioxano=HCL, forméndosc ol anillo,

Se rccoge on un masrdz ol liguido rojizo, se centrifuge & 3500 -
rpm y se filtra,

58 las al especctro o 361 am.
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IV  TRADAJO EXPERTMERTAL



NICOTINAMIDA

Primrra Pruchn:

Se raslizé el andlisis saepin como indica el método (pdg.as )
anteriprmonte descrito; on el cual & dirhs concentrocidn de les eluons
tes, hubo une corrocts saparacidn entra ls Clponocobalamine y ls Nico--

tinamida, en relocidn con los ostdndarus,
! Longitud de Onde = 262 nm.
X Probloma: RF:

‘L. Mancha - 4,5 cm, e 0.692

L. Eluents 6.5 cm,

Lectura a 262 nm = 0,937

X £stdndar: RAFs
L. Mancha - 4,5 cm, s 0,692
L« Eluenteo 5.5 cn.

Lecture a 262 nm = 815




HICOTINAMIDA

Segunda Prusha:

fParn la realizacidn de esta pruebs, se disminuyd lm concentrecidn

a 5 mgr/ml, se ronlizéd como se indlce en el método (pdg. 33), uns vez=

raspndo el astédndar y el problemm, se extrajeron can 6 ml., de Strnol =

GeRsy 88 agitd durante 10 minutos, se centrifugd durento 20 minutos y -

50 leyd al ospectro o la longitud de onds indicacdna.

¥ Drcblema: RF.

~L Uancha =

5,5 ¢cm., = 0,687
L Eluente

8.0 cm.

Lectura a 252 nm, « 0,378 nm.

% Eaténdar: AF.

L Mancha = 5,5 cm = (.687
L Eluente 8.0 c=

Lecture & 252 nm =20.340 nm,

En oste sistema, las manches ss encusntran blen

radus en relecidn ol estdndar.

a3

dafinidas y sepe-




Cromztsgrafia en caca fing, nars 1o separacldn da 1a
flicetinamida en un inyectzsle, cnnpnrado ecn ubh estina

As'r,




PRUSBAS PARA LA SEPARACION ¥ CUANTIFICACION DE LA CIANOCO3IALAMINA:

Primere Pruaba:

Fstp nrusba se realizd segdn lo indica ol método (pdg. 18 )3
sa usd 4 ml do la sol. problema, se corrld la cromotografia, ya al po-
ncr ol problemn y lnvarle con acotona, 8a corrid toda 1a muestTs a trd

vés de la columna y no hubo snnaruclﬁn.

Segonda Pruebas

5o ronlizd una snguns corrida como lo indice el método - --
{pde. 1g ) pero sa oluyd con une mezcla de isopropanol:isobutancliagun
{1:1:1), s0 louyrd una saparacidn forméndosn dos bandss e 1ms cusles -

ninguna de les dos fueron retenidas en la columna; on aste prusbes no -

se usd HCL 1M,

Torcera Prueba:

59 raalizd una siguivnte prueba cowo a3er indica en al mftado,
se lovd ol proeblema con HIL .1 N hrate nue los lfquidns no tuviaran --
coloracidn, so virtid sol, de Dioxens=HCL, se formé un anillo pardo -
amarillentn, r copifndose an un metrdz y se leyd sl espectroj osta - =

prusba se corrid igusl con ol estdndar obtaniéndoss las slguiontas lec

turas a 361 nm,

Problems = E = 207 = 0,129

=_0.129 = 0.623
0.207

£sténdar = £ = 207 = 0,060

=« _0.060 = 0.288
0,207
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Cunrta Prueba:

So prerzrd la columna, se colocaron 8 ml de lz sol. problema
se lavd con HCL 1M hsata uedar sin coloracidn do lo3 lIguidos eluys.
tes, 58 virtid sol. de Dioxano-HCL, se recogld ol lfquido eluyente, uu
evanord el Dioxano por 2 horas o &0° C, se enfrid, se agregaron 5 ml -
de rgua, 2 gr de sulfrnte de sodio aéhidro, se peasd & un enbudo de ae--
peracldn, se lavd con & porciones de 3 nl cfu de sol, de p-Clorcfenol
se recagleron los extractos clorofendlicos, se lavaren con dcido sul -
firico 2 N, oo le agreqd una gota de sol, de ¥eCl!, 2 ml de cloroformsa,
5 ml do 1=-Butanol, y 5 =1 de agua. Sc recogid la cara acwoso en un
metrfz limnio y seco, se lavd con porciones de equs, se filltrd y oo =--

loyd al esazectro a 36% nm, contra asua como blanco.
Lectura = 0,038

C. Ext. = 207 -3.038  _ 0.183

+207

Quinto PMruecba:
Se reelizd otra prueba con estdndar y problema o la mioma -
concentrocidn acglin la técnica anteriormante deacrits en ls pruchbes ==

cuptro, vy so obiuvieron leos siguicntes rosultacos:

Froblema = 0.135

0.135 0.652
T ——— g ——
«207

Conficinnte Ext, = ,207

Estdndar = ,402

|




CI1ANOCOBALAMINA:

£n las nryrlas raslizndea anteriormente, se le fuercn hae=

clendo difarentas modificaci{ones:

1w

2."

Jem

4,=-

Se-

Gy

Se siquid como dice la tdenica Ffg. ( 38 ) v no hubo ainguns sepa=

racidn,

Se modificd el elucnte y 8l disclvente fue HCL 1 N 3in tenur - -

buanos resultados.

So probd al mismp tiempo problema y r3tdndar eon la tercere pruaha-

y no hubo concardancis en los re:uyltados,

En le cuarta prueba, so cambid parte dal proceso: ae lawt con HCL
.1 N hasta quednr sin coloracidn de los qufdes eluyentes, ob vir=-
tid ol Dioxano~HCL, ne recogieron loy lfguidaas, se evapord cl Dio
xano a B,M, se agrend agua y sulfato do sodio anhidro § y 58 rea-~
1izd 1a separacidn rfon yn amhydo de saparacidn con g-Clorcfenol, -
&cido sulficrleco, sal, de NaCY, Cloroforao, 1-2utanol, gsc¢ recogid -
lan cafna acuyosa y se leyd ol espactro a 362 nan,, obtenidndose una =
separacidn pero no rosultedes ldgicos, por lo que se volvid h=cer

otra prueba,

En 23ta pruaba, se corrid estdndar y prablema do igual forma Qque~
la prueba anterior, bubo separacidn de la cianocchalemina poro al
rpolizar les lecturas al espectro no se obtuvieron re-ultados 1é-
gicos, ni hubo concordancia entre las lecturas del estdndar con =
ol problema.

Se reallzd una saxts prusba modificdndose la tfenico on lus ante=

riores realizadnas:

a7




Sexts Pruebe:

6 m', de sol, problema {150.mecg/m}).

5 ml. ds sol, estdndar (150 mcg/a1).

Te=

Ze=-

Ju=

o=
Sem

Ge=

Tem

.=

10.

11,

-
ra
.

13.

Se tratd 1lp muestra problema y estdndor con sol. de Xeck al 10X ,
S ml.

Se dojoron reusccionar duranta media hora en 3,M. & 55-60° £.

Se preparoron las colusnas y ae leveren con sol. buffor.

58 virtid en una columna al problema y en otro g8l esidndar,

S5e¢ lavaron ambas columnss con 150 ml de HCL 1 K hasts gue no huby
coloracidn en les liquidos eluyentes, nuedando solo una banda de -
color rojizo-amorillento en el extromo superior ce las coluanas.
So le puso 40 ml de sol. Dioxsno-HCL, fermdndose en anillo y bzdan
do & travds dp ln colunne, recogiéndosc »n un vaso deprecipitadoe -
y per separado los muersiras de esidndar y ~roblema.

Se la agregeron & c -da vasn 5 ml de agua y de pusisron a B.M. por.

evoporer el Dioxano, durante 2 huras a 60% c.

Se dejd onfriar, se lo norecd 2 nr. de sulfoato de sodio ankidro,

Se transfirierron a un enbude de snparucid- cada nuestra.

Se lavaron con rorcicnes de 5 ml do alcobhnl bencflico hasts gque no
hubo colorncidn en 1los embutdos, recogidndoze los extractos alcoh:.
licos de los embudos ror seporodo.

Se tranafiriarcn & los ombudos los extruactos nuevamente se les edi
ciond 8 ¢nda uno une norcidn de cloroforse isusl o 1s mitad del t
tnl del voldnan.

Se lavoron con 12 ml de agua cada uno axtraydndose le corcldén ecup
sn, flltrén-ose con algoddn pars retener et claroforro.
Se leyeron al cepactro contre agun a 361 nnm,

Prohlome = 0,096

Eatdndar = 0.096

L. Extincidn =,207 _0,0496
207

= 463
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e
ddnat o

crmitesracfa er z:lumne, qore 1 gmzaracidn de =
Clarszsbzlonina e~ un impyeriable aultivitaninico,
rn l=r Hiforente:s ctnmusys el rroceso, con Dioxano

v uilica oel rurs ©. Cnlumna ¥ 60,



ISTUDIO DX ROSULT*DOS
a) MATIRIA FRIMA
b} FRODUCTO TIRITINADO



SIMBOLOGTIA

P a Problema. )

Abs = Abseorbancisa.

% = tedie

5X = Sumatoria de X

SY' = Sumptoria de Y

sza Sumotoris de X sl cusdrado

5v22 Sumatoris de Y al cuadrado

S%Y¥u Sumatorie de XY

m = Pendienta

S = Sumontoria

t = Drdenada al orfgen o intercepto.

t = Nimero de diluciones

nz Himero de replicoclionesy

rz= Cosficiente de Correlacidn

$5R = Sumatoris del Porcisnto Recuperado
%Sﬂzu Sumatoris del Porclento Recupersndo al Cuadredo.
R = Promedio del Porciento Recuparzco.
DE = Desviocidn Estdnder

CV. = Coaficlente de Veriacidn

N = tNdmoro total deo replicaciones

IC = Intervalo de Conflanza

Y = Centidad recunrernda

X = Cantidad adiclonudna

t = Valor de la distribucidn t de student con una probubilidod ecumym

lads do 0,975

. 51



Vo= KY MATERIA PRIMA



ESTUDI0 DE AESYLTIDOS PARA MATERIA FRIMA

EXTRACTC DE HIGADO

MZTODO RUDYIN AND TAYLGR

REACTIYCS: Txtracte de higedo 20 ml.
S0l 1 = 0,057 de Abscrbencia
Sol 2 = 0,043

£xt. {145 1 cm) = .540

Abs. 501 1 = Abo. Spl 2 =

¢,.057 - 0,043 = D.014

o
0,014 x 100 . 2,59 7 = 259 MCQ./ZO mle
0,540

12.95 mcg / ml,

259 mcn
20 ml

RESULTADOS: 12.95 mcg / ml,




ESTUDI0 DE RSSULTAGOD DAR  MATERIA PRIMA
CIANDCORALAMINA (B, ,)

METODO: CIPLCTROFCTCRETRIA
R~AC™IV0S: sol. deo cimnocobalamina

C. Exts { 1 cm 1%) = 207 nm = mg By,/ 100 ml,
LENG. DF ONDA = 361 nm.

LECTURA DEL FRDOBLEMA = 8 361 nm. = 0.203

~0:361 . . 1,783 mg ../ 100 ml = 0.01743 mg 8,,/nl.
c.207 =

—0:361 _ . 1,776 mg 8,,/100 al = 0.01778 mg 0,/ nl.

RESULTANDS: 0.01778 mg/ml Hyp = 101,77 rurazae

0.01778 x 100 ~
0.01743

a 101,727
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ESTUDIO DT RESILYADOS PARA MATERIA PRIMA

NICOTINAMIDAL

METODO: VALNAACION ANHIDRA

REACTIVOS: -Ac. Percldéricoa en acdtico = 12.21 mgr de Muestra / ml.
{ titulento )

=150 mg de “uestra en sol.

En la titulecidn soc castsron 12.7 ml de titulante.

12,7 ml » 12,21 mq = 154,54
1 ml

VALORACIONt 154.94

154 .94 x_ 1007 = 103,2 %
150 mg.

% PUREZA: 103.2 %

s%

A —————— e on =



V.= 8) PRODUCTO TERAMIMNADO



ESTUDIO OE SESULTADDS EN PRODUCTO TEAMINADD

NICOTINANIDA

METODO: CROMATOGRAFIA DE CAFA FIMA

|

LUENTES: Isnpropencl:lsobntancl:Aqua (1:1:1)
T. CITACIPHN: 5 minutos do sgitacidn msnual
T. CENTRITUGACICH: 15 minutes

Te SATURACICH DE LA CAiMARY: 2 horms.
CUANTIFICSCION: Espectrofotomeiris.

PRIMIRA PRUZBA

CANT. CONCENTRACICN AB3IDRBANCIAS MCG 7
APLICACIOM {mee/m,) . AEC. 19198
ESTANDAR 10 Mel 50 456 nm
PROBLEMA
g 25 201 25.70 94,000
7 35 284 33,49 5%, 64
10 50 456 53,77 104,5a
13 65 507 59.78 95 .96
15 75 597 70,14 93,52

MG Rec, = 2222 . 19
Abs, Stn.

C. Ext, = 84a.8

s7
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HICOTINAMITA

METODO: CROMATCOGPAFIA D
T. S TUPACION CAMMRA: 2

CLUCKTES: Isopropanc!:lsobutanolingua (1:1:1)

SCLYENTE CATH CCICN:

T. AGITACINN: 10 minutos de ngitacion nmanual

T, CCHTRIFUGACTIPH: 20 m
CURNTIFIC CICY: Tspactr

T CAPA FINA

horas.

HCL B.1 H

inutos.

ofotonctria.

SEGUNDA I'RUCPA

CANT. LONCENTARCTON  RISORAAIN IS5 MES %
ATLICACION (meo/me.) ACC. REC,

L3TANDAR 10 mel s0 382 nnm

PROBLEMA
3 25 206 26,29  Y7.16%
7 s 281 33,13 94.55
10 50 394 45,45 92,92
13 65 485 57.15 §7.93
15 7S 508 69,33 52,44




LINZ "RI™ 2 DCL 12T0D0
LICOTIRNIIDA

%t = ninmere de dilucirnes
n = ndmero de roniicaciones

Sunrboria de R

= 0 G+ 4 e XG)

Sumitociy e ¥

3¢ = (X I T T 49 |
I;1 1’2 1‘;n

Sum shorda dn a1 Al eu e o

PO - 2
, 2w e %)

aw T = n( .‘:12 +
Sunaterda de ¥ al cuadiado
2 2 2 2
- =(Y + ¥ + oees X, 5}
t1 ta ‘t;n

Sumaterin do XY

SXY = X (Y, + Y., + 0. ¥, ) Fal Yo + Y¥n + eae ¥n )
t oo T T Ty et T2 T T2 "

ma 0t (SEY) = (S0 _(S1)
nt (SE°) - (3X)°

b= S5V -~ nSS’FZ]=

nt

2 o at (sEYY} = {52 (50) D2

C nt (5x°) ~ (SX°NC nt (5T°) - {51)9)

59



NICOTINAMIDA
LINERRINAD NEL METODO

t =5

n e 2

SX = 2{ 25 +35 +50 +65 +75) = 500

sx2 -2 20 (25)2+ (35)2« (50} %+ (65)%+ (715)9)=
2( 625 1225 2500 4225 5625) = 28400

SY = {23.70 ¢ 24.29) + (33,49 «+33.13)+(53.77+46.46) +(59.78 +57.19)
{70.14 +59.33) = 471.20

SY? e (23.70)%+ (24.29)24 (33.49)24 (33.13)%(53.77) 24 (a6.45)2
(59.78)2+ (57.19)%, (70.14)2, (69.33)2 = 24891,229

SXY = 25{23.70 + 24.29) r35(33.46 +33.13) +5D(53.77+ 46.46)
65(59.78 + 57.19) + 725(70.14 +69.33) = 26606.25

mz _(2) (5) (26506,25) - 500 (471,28) . . p,8947
(2) (5) (28s00) - (500)2

b o= 471,28 = 0.2047 {500}
2 {9

= 2.393

£ w (O (2) (5) {(266D6,25) - {500) (471.28) )2 .
C {2} (5) (28400) - (50032 § ( {2) (5} (24991.229) - (471,23)%7)

2

T = D.,97895

N

et g
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PRAECIZION ¥ ZACTITUD DEL MITORO
HICOTIRALIIDA

Sum .toric del 4 Recuper:do

KSR = FR1 + SR2 + ... P00 =

Sumntoria del * Rocuparado al Cupdrado

#SRE = fR1Z + #R2%+ ... ZRn® =
H = nlgpero total de replicacionos
Promedio del A Recuperado

Be usSH =
S

Daovineién Zstindar

DE = ( 8 {#sn%) -~ (ism)3) %
no{ H=1)

Coeficicnte de Variacidn

OV, = D2 X 100 =
34

Intervalo do “onfinnza
I, =% *2,306 D2 =
n!

62
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PRECISICN ¥ EXACTITUD DEL METCDO

NICCTINAMIDA

v
X Absnrbancios  MCG REC. % REC. % rec?

25 «201 .2086 23.70 24.29 94,80 $7.46 8987.04 $440,045¢
5 284 0281 33.4% 33,13 95,68 G4,65 9134,6624 8%55,5225
50 LA456  ,394 £3.77 46.¢6 107,54 ©2,92 11554,552 BG634.1264

a

97.93 B4S5.6416 7740.4304

o

31 507 .48S 65.78 587.19 1.9
8

75 597 L5898 70.14 69,33 G%.52 072.44 8746.°c04 BT45.1536

% 3R= 483,50 # 465.15 o 94B.65
% sRZ= 46909,186 * 43318.449 = $0227.535
N = 10

R = D48.65 = 04,065
10

DE = 10 {90227.635) - (948,65} = 5.008
90

t= 2,306 (Dc lo distribucidn t de studont con 5° do lihertad y una =
resroducibilidad scunulads de 0.975)

1.c. 94,865 ¥ 2,306 _5.008 . 3.717

e e .

3.1623

1.C. = 94,865 % 3,717 = 91.148 = 97.701

C.¥., = 5.0890 ~ % 100F% = 5,37 %
D4.B6S
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¥ . LIDACIONR

HICOTINAIDA

Para ia validneién de estz vitopine, sc corrieron Ins cromno-—
togr:fins on 1n ecunl ge onlicaron 10 el a unn concentr-eidn dc soce/
nl. ¥ estoc fueron los resultedos pera le preciside de 1a tdenien.

X . o w2
ABSORBANICIAS 1cG. RZC. A TIC. 5 AT
+397 .418 50.12 4B.c6o 109.2 g97.2 & 10040,.04 9447.B84
<392 419 45.49 48.72 88.9%  97.44% 9T97.0404 9494.5536
<392 L4298 49.49 49.38 93.93  98.76 a757.047%  9352.0576
«336 437 48.73 50.81 97.46 101,62 8437.4510 1072G.624
»395 427 49.87 49.65 99.74 99.3 9943.0676 9360.49
2397 420 50,12 48.4) 10,2  97.66 10040.04 9537.4756
Stn..386 ,430 555,50 552 93 BI120.6C  ShUotu UaA

#5A= 592.98 4 595.56 = 1139,54
ASRP= 53619.041 + 59120.63 = 117739.72

F=12

R = 1198.54 = 99.045
113834

=

s 1/2
D2 = _12 { 447739.72) ~ {1:53,.54) = 1.37
152

IC = 99,045 £ 2,306 _1.37 . = 99.045 + 2,306 (0.3954349) =
Ic= 99,133 a 99.956 >+4641

Ca¥e = 1,37 X 100 = 1,385
95,058
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LINTRINAD DEL METNLO

CIaNDCORALAMINA

tz Nimrre de diluciones

nz Nimern de raplicocicnes

Sumaterin de X

5X = n (X1+%X2+%X3+... %n)

Sumatoria da Y

SY & {(Yt14 YtZ4 .. Vtn)

Sumatorie de X el cuadrado

5%% = nf X120 x2%... an)

Sumatoria de Y el cuadrado

5v2 = ( vt124 ve224h.., vend)

Sumatoria de XY

SXV = X1 ( Y11+ ¥124¥133,.. ¥1n)

m= oot {3:¥) -
nt {5%%) -

(5%) (3v) a
(sx)?

b=_SY = _m_ (s%) =

nt

82’

( nt (5x¥} - {5%) sy} )2

X2 (¥21 + ¥22-+Y23 ... Y2n)

Cat (sx2) - (5x)% Ix( nt (5¥9) -

AR |

(s¥)2D

B



CIANDCOBALAMINA

LINEARIDAD DEL MITODC
t = &
n=2

SX = 2(100 « 150 4 200 + 250} = 1400

5Y = (102,24, BB,76 + 145,69 + 159,91 +~ 180,68+ 171,10 +230,67 » 2:6.10) =
= 1313.35

sx2a 2( (100)% (150)2.(200)2. (250)%= 2(10000 22500 40070 62500}
= 270000

sY? & (102.24)% (:0.76)2 (1a5.69)2 (188.38)2 (171.10)2 (230.87)2

{226.10)% = 234408.860

S%Y = 100(102.24 B8.75) 150{145,69 159.91} 200(189.88 171.10)
250(230.,87 226.10) = 19102 45840 71996 114192,50 = 251128,5

ma_(2) (&) (251128.5) = (1420} (1313.35) = 0.85%6
(2) (&) (270000) - (1a00)2

b = 1313.35 - 0.8516 (1400) = 15.138
2 (4}

£2 = ({2} (43 €251128,5) = {1a00) {1313,38) 32 = 0.95470
((2) (&) (2709no)-(1auu)2) (2(2)(254408.860)-(1313.35)%)

67

e A T e e



«T
E
N
=
.

bt
-
=
=
2
=
T
3.
=
:
o
=
w1,

5l

L

D

D

A
Y

LINmanys




PRECISION Y EXACTITUD DEL METODOD
CIANDCOBALAMINA

Sumntoria del ¥ Recurerade

“ SR e TRY #RZ ,, 7Rn =

Sumatorin del % Recuperadn al Cuadrada.

2 2 2 2

“5R° = RIS m2c.., AT =

N = ndmera toteal «d- roplicoclones
Promadio del ¥ Recuperadoe

R=_7sn =

N

Desviocidn Esténdar

ot a{ 4 (Zsn?) - (wsr}2y1/2 .
NON -1

Coeficiente de Variecidn

Y » DE __ % 100 =
ity

Intervelo de Confianze

ic = R - 2.306 __ 0OF -
N”E

ESTR TSy y
St gg 1y . JEBE
69 '-1-53]'[6‘
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rFRECISION ¥ EXACTITUD

CIANCCORRLAMINA

mCn/mL ANSORRANCTIAS MCG. RLC.
100 .00 078 102,24 B8 .76
150 L1320 L1488 145,69  1%9.%1
200 L1170 ,15a 18n.33 171.10
250 » 251 236 " 230.67 226,10
MCG/My “ pte, b4 nE:.z
100 102.24 88,76  10453.013 7870.3376
150 97,05 105,61 9418.7925 113165.6920
200 94.A4 B5.55  8518,9136 7318.8u25
250 97.27 60,44 A513,.7529  5179.1035

386,00 I71.36 37304,3870 L,4742,2260

¥5R = 3A6.00 371,36 = 757,36

ﬂ5é2= 37304,3870 34742,2260 = 72046.613

N =8
R = 1757.36 = 94,670
B

bE = _B(77046.613) - (757,35)2 /2,
8 (8-1)

7.04

t = 2,306 ( de ln distribucidn t de student con 7° de libartad y uns
Frobabilidad acumulala de 0.575)

1¢ = 54.670 F 2,308 _7.04 =
2,82584271

38.92 » 100,41

CY = 7.04 X 100 = 7,483
94,570
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PALINACINY

CIANOCORRLAMING
N AGSCRBAMCIAS WCG NEC. “ R=C. # wee.?
1 150 159,57 106,38 11316.704
2 L1386 144.57 95.45 102,6025
3 .470 180,84 120,54 14554 ,714
a L1352 140,41 23,61 8762.6321
5 .165 175.53 117.02 13653,63
& .154 153.61 109.21 11925.824
7 .162 172.33 114,49 13199,712
B .150 159,57 106.38 11316,704
8 136 144,67 96.45 5402.0025
10 146 155,39 103,54 10729.53
1064,40 114076,51
N = 10
5¥a o 1064,490
572z 114076.91
R = 1066.43 = 106.44
10
1/2
DE = 10 {114076.91) - (1064,45)2 a 5.2
10 (10-1)
IC = 105,448 - 2,305 _ 9,2 a 99,732 =z 113.148
10

CV. = 9.2 X 100 = 8,60
106.44

T e A L VR 77
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CONCLUCIONES:
En baie a los resultados estedfsticos obtenidos se concluye:

= E1 método de Crometografia de Caps Fina, como se Indice en le pig
( ). es ncentpbln para aeparsr le Nicotinemide y cusntificar o =
partir de lo scparacidn por espectrofotemetcis, dando une pendicnte
de 0,98, quoc nos indica gue el mfiode no cumple con 1p ley de Har,=-
pero ol heacer el sstudlo te Cxmctitud y Precisidn, se o5tuvieron ==
resultedos ace;tables para el tipo do andlisis realizado temsnoo en
cuents las wsrinbles sue infloyen en 81 gesultade, por lo cue se la

puede considarar como linesl,

= E1 método modificedo de Cromatogrnffia de Columna pers cunntificzeee
cidn de Cimnocabalaminas totales, did pendicnte de 0,962 lo cuul ==
nos inpdica no cumple eon la lay de fer, pero si es lineal, adends s
que 1n desviacién estdndar para Proeisidn y Exactitud, estd fuors =
de 1o espocificado pues es igual & 9,2 c¢on Coeficlentu de Verlacidn

{nuol o B8.6%

= 0@ 10 antorior se concluye que el método en reneral no es todo pru=
clso y exncto que se dehiers, pero debido 2 la conflelidad dal pree
ducto y do 1os medies con-que as ctuente, pudiers usarse mientras no
se Tocyrro a un método mds sofisticado (HFLC) que fuese mejor, sde-

mfs monos laborfosc y tal vez a fin de cusntes menos costoso,
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