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CAPITULO I

- INTRORDUCCION

Las determinaciones anali{ticas de productos farmacfuti-~
cos, resultan muchas veces compleas y tardfas, por las dAlfi--
tultades que representan las interacciones de los princiﬁios
agtivos con las sustancias presentes en la formulacidn., El1 -
problema e€s mayor cuande son varios los principios activos y
existe similitud entre ellos.

El pader contar con métodos de anilisis rdpidos, preci-
sog y conflahles es preocupscidn constante. Ademids =i se ob-
tiene una determinacidn simultinca de los actives presentes-
en una mezcla, proporclona grandes ahorres econdmicos y de -

tiempo,

En la actualidad gracias a la gran instrumentacidn de -
las técnicas de separacién como la cromatograffia de gases y-
la de 1fguidos de alta resolucidn asf como ¢l perfecciona---
miento de métodos de deteccidn y cuantificacifin, ¢s posible-
la realizacifin an corto tiempo, coh evscaso gasto de reacti--
vos ¥y disclventes, en forma efectiva y confiable de los ani-
ligis de principios activos en prescentaciones farmacfuticag-

de todo tipo,

En la actvalidad existe la conciencia do comprobar dgues
‘los resultados obtenidos del anfilisis que se realice corres-—
pondan realmente a lo cxistente epn Yo tuestr. analizada, o -~
std que se deben validar los métodos desarrollados.

En ¢l trabajo gue se prescnta, los objetivos fueron dega
rrollar y validar un método para la determinacifn cuantitati
va de (Clorhidrate de piridoxina, Clorhidrate de Tiamina, Ni-



cotinamida y Riboflavina 5' Fesfato de Sodio, presentes an -

un inyectable por Cromatografia de Liquidos de Alta Resolu--

cidn, de tal forma gque fuese confiable, esto es preciso, - -

exacto ¥ reproducible, Ademéis de poder realizarse en corto -,

tiempo.



CAPITULO IX

—GENERALIDADES

A) VITAMINAS

Las vitaminw = son compuestos orgfinicos, que réquieren -~
los animales y ol M hombre para su crec;miento ndecuado y el -
mantenimiento delsa vida .

El procesoc smsabSlico de lLos animales no ¢s capaz de sip
tetizar dichos copouestos,

Las vitaminm ne son fuentes de energfa, ni son utiliza
das como componente =28 de estructyras por los organismos, Bin-~
embargo son esencii.ales en la exansformacidn de energia y la-
regulacifn de lasfv unciorres metabSlicas de las unidades eg--
tructurales, por lv que =on hecesarias en ¢l mantenimiento -
de la salud, siends efect ivas on peguenas cantidades, por lo
que ademds de carbbhidratos, lIpides, protefnas, sales mine-
rales y agua, SsSonnp==ctsar iay pequeitas cantidades de vitami--
nas en la dieta del hombre y de los animales,

Lag vitaminaso o sus precursores se encuentran en las --
plantas en las cuile =s tamkbién tienen funciones metabSlicas,-
siendo @stas las fuw:-=ntes Qe vitaminas para el reino animal.

Las vitaminas [oorman e} grupe prostftico »n coenzima de-
diversos sistemas enz ziRdti ©os que intervienen activamente en
los metabolismos de cxcarthoh idratos, lipidos y protefnas, los-
que a su vez son inerdependientoes por le gque al existir la-
deficiencia de s8lowana de las vitaminas produce un rompi-=--=
miento en el equiljbr=io metabflico del organismo, origindndo



s¢ asi graves trastornos en el funcionamiento del mismo.

A la vez algunos compuestos con actividad vitamfnima co
mo metabolitos activos de vitamina D tienen actividad hormo-
nal,

Todas las vitaminas son diferentes entre si, tanto en -
su composicién quimica como en su funcifn, es por esto que -
la deficiencia de cada vitamina produce la aparicifn de uvn -
sindrome especifico, el cual se puede curar y prevenir con -
la admipistracifn de la vitamina gue lo estd causando.

Como se menciond, la interrelacisn hace gue generalmen-
te la deficiencia no s6lc sea de una vitamina, sino oue eg--
tén involucradas varias.

En nuestro medio se encuentran con relativa frecuencia-
carencias leves, dificiles de reconoger y gue c¢eden répida--
mente con la administracién de las vitaminas.

Sin embargo {el abuso es un grave problema) se abusa de
las vitaminas, ya que se quiere que &stas sean la panacea de
cualgquier proceso de etiologfa indeterminada. Tambifén s¢ han
usado grandes dosis de vitaminas con el propSsito de tratar-
una amplia variedad de desdrdenes como artritis, asma, nefri
tis, fiebre reumitica, esguizeofrenia, desSrdenes vasculares,
etcétora, poero no existe evidencia clara de su valor.

Las causas de avitaminosis son:

- Carencia primaria: debido a un aporte insuficiente, aue
puede ser por falta de alimentacién © por una alimenta-
cidn mal balanceada.

- Carencia condicional: se eobserva en pacientes sometidos
a una alimentacién normal pero que por trastornos de ab
sorcifén o bien, por aumento de los requerimientos nece-

[



sitan mayor cantjdad de wvitaminas, como en pnrfodus de~
c¢recimiento, en el embarazo y la lactanc;a, hipertiro1-
dismo, fiebre, etc.

Antiguamente por desconocerse la coﬁpésiciﬁn duimica &e,
las vitaminas se les designé con letras,.al aislarse y cono-
cerse su estructura se les dio nombres gquimicos y genfricos.

Una forma ée clasificarlas basindose dnicamente en el ¥. 
tipo de disolvente con el que son extrafdas o en el qua son-
s50lubles es:

- vitaminas liposolubles: comprende las vitaminas A, b, E
y K. ]
- vitaminas hidrosolubles: comprende las vitaminas del =

complejo B y Acido ascObrbico o vitamina C.

Actualmente todas las vitaminas son sintetizadas quimi-
ca o microbiol6gicamente, siende, la fuente comercial para -
preparaciones farmacéuticas, suplementos dietéticos y alimen
tos fortificados.

vitaminag del Complejo B

‘Las hidrosoclubles B de McCollum, o las vitaminas antibe
riberi de Funk, han sido separadas en cuando monos once ——-
distintas entidades quimicas. Se ha eselarecide que ocho de-
éstas son recgueceridas en la nutricidn humana, las cuales son:
Tiamina, Riboflavina, Hiacina, Folacina, Piridoxina, Biotina
Acido Pantoténico y Cianocobalamipna. Sobre el Acido p-amino-
benzSico, Colina e Inositol no existe evidencia de gue sean-
requeridos en la dieta.



No existe fuente natural que contenga el grupo de vita-
minas B completo, por lo gue son necesarias varias fuentes -

para complementar el suministro.

Fuentes no naturales pueden contener todas las vitami--
nas Hidrosolubkles y en las proporciones regueridas en la nu-.
tricifn, sin embargo, el valor de la fuente no natural depen
derd de las necesidades del individuo al comenzar la adminisg
tracifn. Una de estas fuentes no naturales son las presenta-
ciones farmacfuticas, las cuales pueden usarse profilictica-

y terapéuticamente,



CLORHIDRATO DE PIRIDOXINA

El t&rmine de Piridoxina no.corregponde a una sola sus-
tancia, §ino que es el nombre colectivo de un grupo de piri-
dinas que se encuentran presentes en la naturaleza y que tan
to metabSlica como funcionalmente est&n interrelacionadas,--
quimicamente varfan por el tipo de grupo en la posicifn cua-
tro, dichog compuestos son: Piridoxina con un grupo aleohol~
primario, la cual se utiliza como clorhidrato:; Piridoxal con
un grupo aldehfdo y Piridoxamina con un grupo amiha primario.

La Piridoxina fuc aislada por varios grupes de investi-
gadores en 1938 que son: Kireztesy e Stenens; Gydrgy: Kuhn,-
Wendt. La estructura fue definida un afe despuffis por dos in-
vestigadores por separado E.T, Stiller y K, Kuhh. La sfinte--
gis fue por primera ve: hecha por Harris, Folkers en 1939, -~
posteriormente ha sido sintetizada de diferentes formas y =--
por varias personas. Una de las formas ecs por una deshidrata
cidn al ciclizarse etilglicinato, etilphiruvato y 1,4-diecto-
xi~2~butanona, sequida de una saponificacidén y decarboxila=--
cifn en posicifn dos y ¢l rompimiento de tres grupos toxi -~
mediante dcido iodihfdrice u etros reactivos apropiados. La-
reaccién de la piridoxina base con fcido clorhIdricoe produce
el Clorhidrato de Piridoxina.

La pPiridoxina en sus tres formas estd ampliamente dis--
tribuida en las fuentes alimenticias, encontrindeose en canti
dades relevantes e¢n la levadury ¢ higado, carne, vegotales =
verdes y cereales; la nuez, huevos y leche son tambifn bue--

nas fuocntes.

Es una de las vitamihas mis estables, la forma que tie-
ne el grupo alcohol soporta el calentamiento en soluciones -~
dcidas o alecalinas, asf como las condiciones de 10s procesos



de preparacifn de alimentos o presentaciones farmacéuticas,

En el organismo los tres compuestos pueden ser intercon
vertidos, se considera gque la forma gue actfia es el Pirido--
xal en forma de fosfato de Piridoxal denominado también cow-
transaminasa o codecarboxilasa el cual tiene funciones en -«
los metabolismos de carbehidrates, lipides y protefnas, aun-
que su principal funcidn estd muy relaciopada con el metabo-
lismo de aminoficidos y protefnas. Forma parte de la configu-
racifn molecular de muchas enzimas comdo una co-enzima entre-
las que destacan las glicogenofosforilasas, transaminasas, -
decarboxilasas, deaminasas, las cuales son esenciales en cl-
anabolisme y catabolismo de proteinas.

La isoniazida usada en el tratamiento de tuberculosis -
es similar quimicamente a la Piridoxina y actGa comc. antago-

nista de ésta, por lo que se deben tomar precauciones al uti
lizar la isoniacida.

pDebido a la amplia distribucidn é¢ la Piridoxina se =--
han observado pocos sintomas de la deficiencia, existiendo -
la duda de si es esencial en la nutricidn humana, aunque es-
ti bien establecido que es esencial en el crecimiento de los
infantes. Algunas manifestaciones de su deficiencia son pro-
bablemente un sindrome caracterizado por edema y pérdida de-
cabello, degeneracifn de nervios gue produce cambios de con-
ducta; en nifios reacciones convulsivas. Lesiones en piel y -
boca parecidas a las producidas por deficiencia de Riboflavi
na y Nicotinamida se han cobservado en adultos privados de Pi
ridoxina; una neuritis periférica también puede ocurrir y la
neuritis asociada con la terapia de isoniazida puede deberse
a deficiencia de Piridoxina por el antagonismo ya indicade.

La Piridoxina os bien absorbida per tedas las vias, no-

s encucntra unida a proteinas, pero el fosfato de Piridoxal
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si se une completamente a &stas. Se excreta por la orina co-
mo Scido d-piridéxico.

Para adultos, leos reguerimientos de Piridoxina son alre
dedor de 2 my. al dfa. Dicha cantidad se encuentra en cual--
quier dieta normal, Para adolescentes y condiciones como em-
barazo y lactancia el rango es de 2.3 a 2.6 mng. diarios.

La Piridoxina carece de efectos tSxicos. Un efecto gue-
no puede considerarse t6xico pero se debe tener en cuenta, -
es gque reduce la accién de la leveodopa.
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CLORHIDRATO DE TIAMINA

La Tiamina es una molécula compleja, siendo un catidn -~
el llamade propiamente Tiamina, el anidn es generalmente un-~
cloro aungque puede variar sin que signifiquen cambios sustapn
ciales en las propiedades de la molécula. El catifin consiste
en uh anillo de Pirimidina sustituido y unido por un puente-
de metilenoc al nitrdgeno de un tiazol sustituido. E1 Clorhi-
drato de Cleoruro de Tiamina es la sal de amonic formada por-
la reaccitn del Cloruro de Tiamina con dcido ¢lerhfdrico.

La Tiamina fue el pr .er compuesto purificadeo del grupo
de vitaminas B, logrindos: a partir de la cascarilla de arroz
por Jansen y Donath en 19%6; la estructura se determind en -
1936 por Williams a la vez que Grewe, después qgue habfa sido
sintetizada en 1935 por el mismo Williams.

En gran cantidad de alimentos se puede encontrar a la -~
Tiamina, se localiza en todas las plantas y algunos microor-
ganismos la pueden sintetizar entre ellas la levadura en for

ma especial.

No se puede considerar ningln alimento como fuente prin
cipal de Tiamina, se puede mencionar a los cerecales, leche,-
legumbres, nueces, huevos, carne de puerco, higado como algu
nos de los alimentes que preperciocnan a la Tiamina en la die

ta.

Es sintetizada por bacterias intestinales poro se desco

noce si es absorbida.

La Tiamina en forma seca y en solucicnes dcidas es muy-
estable, afin a las temperaturas de coceidn de los alimentos,
sin embargo, en sSoluciones nettras o alcalinas es inestable-
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siendo oxidada a tiocrome sustancia que posee gran fluores-- -

cencia pero carece dc la actividad biolégica de la Tiamina.-
La Tiamina es incompatible con sustancias oxidantes y reduc-
toras como cloruro merefirico, carbenatos, acetatos, sulfato-
férrico, Acido tanico; icduros, citrato de amonic férrico, -
iodo, produciendo precipitados cafés. La destruccifn del - -

Clorhidrato de Tiamina en solucidn es acelerada con jones de

cobre.

La Tiamina y Riboflavina en solucifn acuosa son incompati
bles ocurriendo precipitaciones de ticcromo o cloroflavina,-
dicha incompatibilidad se evita con la adicitn de fcido as--
cérbico.

La Tiamina estd fundamentalmente asociada con el metabo
liemo de carbehidratos. Se combipa con Scido pirofosf6rico -
en cBlulas nucleadas especialmente on ¢l hfgado, corazén y -
gldbulos blancos formandoe el pirofosfato de Tiamina o cocar-
boxilasa, el cual actda como una co-enzima en reaccignes co-
mo la decarboxilacidn deoh-ceto glutarato, por lo que al - -
existir deficiencia de Tiamina el dcido pirtvico y el licti-
co se acumulan en los tejidos. El pirofosfate de Tiamina s&-
lo acttia como co-enzima en la oxidacién directa de la gluco-
BA.

La polinecuritis {disfunci®n del sistema nervioso) o Be-
riberi es una clara enfermedad asociada principalmente con -
la deficiencia de Tiamina, aungue tambifn con otros componen
tes del complejo B. La neuritis periférica es una condicidn-
patoldgica de los nervios de las extremidad.os, los sintomas-
incluyen pé&rdida de la sensibilidad, disminuci&n en las fuer
zas y par&lisis, ademfs va asociada con cdema y variaciones-
electrocardiogrfficas. Otros sintomas gue se han observado -
en deficiencias de Tiamina son: fatiga, anorexia, disturbios
gastrointestinales, taguicardia.

e e R —— —y |
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Las causas de la deficiencia de Tiamina pueden ser: por
una dieta inadecuada; por problemas en la ingestifn, absor--
€idén o utilizaecifn; o por incrementos en su dostruccifn o ex
crecibn. Estas causas se pueden presentar en personas con: -
enfermedades gastrointestinales, guemaduras graves, diabetes
disfunciones hepéticas o cardiacas, hipertiroidismo, cnferme
dades mentales, alecholismo, adicecién a drogas, o que han re
cibide antibidtices o sulfonamidas por perfodos de tiempo --
prolongados.

La Tiamina se absorbe fdcil y completamente por via in-
tramuscular o subcutdnea, la absorcifn en el intestino es 1i
mitada ya que se pierde de un 20 & un 25 por ciento en las -
heces. Una vez absorbida pasa principalmente a hfgado, rifdn
cerebro y corazén donde se transforma en el pirofosfato de -
Tiamina, la capacidad de almacenamicento es reducida, la pe--
quena cantidad gue se almacena es en forma de pirofosfato de
Tiamina libre o combinade con manganeso y proteinas especifi
cas formande las carboxilasas.

Las cantidades en exceso de 1os requerimientos del orga
nismo son excretadas principalmente en la exina y algo en el
sudor y la leche; la Tiamina se excreta sin cambios o metabo
lizada, El medir la excrecidn de Tiamina despufis de adminis-
trada en pequefas dosis ¢5 una forma de determinar si existe
deficiencia.

Los requerimientos de Tiamina estdn directamente rela--
cionades con la cantidad de carbchidrates ingeridos y el gra
do de metabolismo. Una dosis diaria de 200 ug/1000 Kcal es -
normalmente la adecuada para satisfacer los requerimientos -
minimos, la saturaci6n de los tejidos se consigue con 330 --
ug /1000 Xecal, de cualguier forma sc recomiendan 500 ugq/3000
Kcal. Las necesidades de Tiamina aumentan con estados de cre

cimiento activeo o embarazo, también cuando existe gran traba
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jo fisico o condiciones patolSgicas como fiebres o hiperti~-
roidismo.

-Cuando existen deficiencﬁns se .produce una r&pidalres44
puesta a la administracitn de Tiamina, mejornndb-éensiblemég
te las afecciones. En casos graves de deficiencia se‘hdminiﬁ
tran de 50 a 100 mg diarios, y en casos leves de 10 a 25 mg
al dia,

Normalmente no ocurren efectos indescables afin cuando -
la Tiamina se administre en grandes dosis y por largos perio
dos de tiempo.

Sin embarge, pueden producirse reacciones téxicas por -
inyecciones de 50 mg ¢ mis, grandes dosis posiblemente inter
fieren con el metabolismo de otros miembros del grupo de vi-
taminas B por lo gue precipitan los sfnvomas de otras dofi--
ciencias. Se han producido shocks anafilfcticos por inyeccio
nes repetidas de Clerhidrato de Tiamina,




14

NICOTINAMIDA

Es un derivadoe de la piridina, se aisld en 1939 por Eu-
ler y a la vez por Karrel y Xeller. Se sintetizd por la ac--
¢ién del cloruro de tionil, sobre &Scido nicotinico y tratan-
do el clorure dcido gue resulta, con amonia, otra forma es -
con el paso de amonfaco gaseosos a través de fcido nicotini-
co.

La actual forma de sintetizarla comercialmente es usual
mente por esterificacidn del Hdcide nicetinico con metanocl se
guida de una amonclisis.

Las fuentes naturales de nicotinamida m&s ricas son el-
pescadse pollo ¥y carne; siendo mds abundante en los Srganos -
como higado y rifén gue en el miisculo; las papas, legumbres,
vegetales con hojas verdes y levadura contienen moderadas --
cantidades; la leche y el mafz la contienen en menor propor-
cidn.

La nicotinamida puede ser parcialmente sintetizada en -
el organismo a partir del tript&fano.

La nicotinamida es la mids estable de las vitaminas, es-
termoestable resistiendo las temperaturas de coceitn de los-
alimentos y de la preparacifn de productos farmacduticos co-
mo puede ser la del autoclaveo, reteniendo sy actividad bio-
légica., Sin embargo, si el calentamiento es en presencia de-
dcido o alcalf es hidrolizada.

En el organismo la nicotinamida forma con intervenci&n-
del adenosintrifosfato la nicotinamidadeninadinucledtido - -
{NAD) o coenzimza y la nicotinamidadeninadinucle6tidofosfato-
(8ADH) © coenzima II, gue intervienep en una amplia variedad
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de sistemas enzimiticos involucrados en la oxidacifn anaers-
bica de carbohidratos. Las coenzimas actfian como aceptores -
de hidrégeno en la oxidacifn del sustrato. Estas enzimas es-
ti&n presentes cn todas las células vivas y toman parte en my
chas reacciones de oxidacifn bioldgica.

La Pelagra llamada la enfermedad de las cuatro D {derma
titis, diarrea, demencia y deceso), aunque sc debe a una ca-
rencia de varias vitaminas, la falta de suficiente nicotina-
mida en la dieta durante meses, ©5 la causa primaria de la -
enfermedad. La condicidn involucra el tracto gastrointesti--
nal, la piel y el sistema nervioso.

La respuesta a la Nicotinamida es rfpida desapareciendo
los trastornos mentales, vémitos, diarreca, colicos, se redu-
ce el dolor y rubincundez de la lengua, dermatitis y prurito.
La polineuritis y gqueilosis ceden s6lo con la administraci6n
de Tiamina y Riboflavina. Se ha visto que son mis efectivas-
pequefias dosis de Nicotinamida durante el dfa que una gran, =
dosis tnica. Ademds el tratamiento debe acompafarse de un --
cambio putriciornal a una dieta adecuada.

La Nicotinamida se absorbe por todas las vias ripidamen
te, se distribuye en todos los Grganes cspecialmente en higa
do, rifi6n y misculos, aunque existe poco almacenamiento celu
lar. Laexcrocidn se realiza en la orina parcialmente en for-
ma de Nicotinamida, pero la mayor parte como metabolitos, es
pecialmente la N'-metilnicotinamida y la 6-piridona-N'-metil
nicotinamida, en menor proporcidn dcido nicotinurico. S&6lo -
pequefias cantidades de Nicotinamida pasan a la leche.

El reguerimiento minime para prevenir la pelagra es el-
egquivalente a 4.4 mg de Nicotinamida por 1000 Keal/dfa. En -
dietas pobres en contenido de Nicotinamida se suministran 20
mg de €sta como medida profildctica.



i6
La nicotinamida esencialmente no tiene efectos t6xicos}~

ademds no produce vasodilatacién como lo hace el Acido nico-
tinico gue tiene la mizma actividad gque &sta.
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RIBOFLAVINA 5'FQOSFATQ DE SODIO.

La Riboflavina es una sustancia coloreada del grupo de-
las flavinas, es5 un compuesto con: tres anillos {iscaloxazi-
naj), una cadena lateral derivada de la D-ribosa {ribitol) le
calizada en la posicidén 9 y dos grupos metilicos en las posi
ciones 6 y 7, estos rasgos son todos necesarios para sue acti
vidad farmacoldSgica. La Riboflavina 5'Fosfato de Sodic tiene
una molécula de Scido fosfSrice esterificada en la posicién-
5 de la cadena lateral.

Su descubrimiento se debif a sus caracterfsticas de - -
flunrescencia y pigmentaci6n en alimentos como la yema de --
huevo,

La Riboflavina 5'Fosfato de Sedio ha sido preparada por
fosforilacidn de la Riboflavina por diversos caminos y persg

nas:

- Con Scido clorofosférico por Flexer, Farkas en 1951.
- Con fcido metafosfdrico por Viscontini en 1956.

- Con &dcido pirofosfdrico por Breivogel, Rirge en 1%60.
- Con fosfato de pirocatecol cficlico por Ukita cn 1964,

La Riboflavina esti ampliamente distribuida en la natu-
raleza tanto cn plantas coma animales, como un constituyente
esencial de todas las células vivas y se encuentra en gran -
ndmero de alimentos.

Algunos alimentes gque hacen contribuciones importantes-
de Riboflavina son higado y otros tejidos de 6rganos come co
razdn, leche, huevo, levadura; los vegetales verdes, frutas,
cereales y lcgumbres en una menor proporcitn.
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Las pérdidas de Riboflavina durante la coccidn de los -
alimentos es geperalmente peqgueha, excepto cuando se exponen
demasiado tiempo 2 la luz.

Muchas especies de microorganismos son capaces de sinte
tizarla en el tracte gastrointestinal, por lo que puede ser-
una fuente que supla a la de los alimentos en casc de una --
dieta deficiente, aungue es improbable gue se absorba comple
tamente de ese sitjio.

Estando seca ja Riboflavina no es afectada en forma - -
apreciable por la luz, pero en solucifn especialmento en pre
sencia de alcalis o sales de metales pesados se degrada ripl
damente al exponerse a la luz.

La Riboflavina desempefia un papel como €l grupo prosté-
tico de las flavoproteinas en forma de flavina que ademfs es
t&n constituidas de una apoenzima gue es una protefna de la-
cual depende la especificidad. De estas flavoproteinas, dos-
son de mayor importancia gue se encucpntran una como mOnony--
cleftido conteniendo 4cido fosflrice (FMN) y la otra como ¢i
nucledtido combinada a través de Scide fosf6rico con adenina
(FAD). Estas enzimas actlan como aceptores de hidrégeno que-
equivale a una oxidacifn, catalizan la liberacitn del hidré-
geno oxidando a las coenzimas 1 y II reducidas, gue son las-
aceptoras iniciales de hidrégeno de los sustratos celulares,
a su vezr las flavoprotefnas pasan su hidrfgeno a los citocrg
mos, para terminar finalmente utilizando el oxigeno molecu-
lar para formar agua, lo que sucede ¢n varias ctapas del ci-
clo de Krebs.

El rol exacto de la Riboflavina en la nutricidén humana-
se¢ desconoce, pero es probable que tome parte en la nutricidn
de las membranas, la formacién de glébules rojos y el metabo
lismo de proteinas. )

-
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‘Los sintomas de ariboflavinosi:z cornsisten en guelosis -
{coloracidn roja de labios y la aparicién de fisuras en la -
bocal), cambios caracteristicos en ¢) color de la membrana my
cosa, .inflamacitn de la lengua y despelleojamiento de labios.
Se han cobservado lesiones de naturaleza y seborreica; mani--
festaciones cculares come vascularizacién corneal ¥ comezln,
sensacidn de quemadura, aspereza en los pirpados, lagrima---
cion, fotofobia y fatiga visual. Estos sintomas desaparecen-
en pocos dfas despufs de 1x administracibn de Riboflawvina, -
sobre todo los oculares.

La Riboflavina se absorbe bien en el intestino de donde
pasa a la sangre y es fosforilada; la Riboflavina 5'Fosfato-
de So0dio se adminlstra por via parenteral de donde es bien -
absorbida. En forma fosfortlada se distribuye en todos los -
Srganos especialmente en el hfgado, corazén y rifién, sec pro-
duce poco almacenamiento en los tejidos; es metabolizada par
cialmente en el organismo y el reste sc excrceta en la orina-
¥ leche, la excrecibn depende del aporte al organismo. En ca
o de deficiencia so encontrarf peoeca o nada en la orina, - -
siendo una forma de diagnbstico.

Los requerimientos de Riboflavina 5'Fosfato de Sodio esg
tdn relacienados con el tamaho del cuerpo, con el grado de -
metabolismo y crecimiento, aunque gencralmente son referidos
a la dosis encrgética. En gencral 1o recomendado es de 0.4 a
0.6 mg en infantes; 0.B a 1.2 mg en nifios de mis de 10 afios-
y de 1.0 a 1.7 mg en adolescentes y adultos, las cantidades-
anteriores son los reguerimientos diarios. En mujeres embara
zadas o en periodo de lactancia requieren un poco mis de su-
ministro diario. Refiridndonos a lo requerido por cada 1000
Keal en infantes es de 0.8 mg y para adultos de 0.3 mg,

La Riboflavina ¢s una sustancia inocua y dosis eclevadas
de £sta no producen ningfin trastorno.
A
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B) CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESCLUCION

LA preoccupacién ¥y necesidad de ofrecer productos farma-
cfuticos cada vez mis confiables ha llevado al desarrollo de
nuevas drogas, sustancias coadyuvantes, tdcnicas de produc--
cidén, métodos de anilisis, asf como al perfeccionamiento de-
lo existento.

La manera de comprobar que cada sustancia y cada paso -
realizado hasta obtener el producto deseado terminado cum-~--
plen con los requerimienteos para ofrecer un producto confio-
ble, es mediante el control analitico.

El anilisis farmacButico cuenta con una gran varicdad -
de té&cnicas, que ofrecen una amplia gama de posibilidades pa
ra obtener el resultado mis cercanc a la realidad,

Podemos mencionar en principio una serie de pruebas or-
ganolé&pticas y fIsicas que nos garanticen una adecuada pre--
sentacidn.

Entre las t8cnicas de andlisis se encucntran los diver-
s0s tipos de titulaciones como: acuosas Acido-base, no acuo-
sas 4dcido-base, de precipitaci&n, complejométricas, de Sxido
reduccién, potencioméitricas, ete, Técnicas basadas en princi
pios fisicos como: medicitn de pH, polarografia, absorcién-
espectrofotométrica, fluorescencia, refractometrfa, polarimg
trfa, solubilidades, densidades, medici6n del punto de fu=--=-
si6n y ebullicifn, etc. Ademis se cuenta con técnicas de se-
paracién, para los casos en leos cuales existe una mezcla de-
sustancias que interfieren entre sf en la aplicaci6n del mé-
todeo analftico, de este tipo de tdécnicas se ticnen a la ex--
traccién y principalmente a la Cromatografia. Existen tam-=-
bién gran variedad de andlisis basados grupos fupciconales, ©
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en un elemento constituyente de la molécula en cucatiﬁﬁ.

En capftulo aparte podemos colocar a dos tipos de anfli
sis ambos—amplios y complejos, los-microbioldgicos y los to-
xieolégicos.

Es preccupacisn constante el gque dichas t&cnicas sean -
cada vez mids econSmicas y exactas. Un factor gue influye en-
el enfoque de la investigaciSn es la rapidez,la cual estd fn
timamente ligada con la economfa.

bentro de las técnicas de sepacldén como mencionamos se-
encuentra la Cromatografia, sobre la cual existe gran contro
versia para su definicidn creada en gran parte por los am--
plios alecances que ha legrado en su desarrolle. Podemos re-
ferirnos a ella como el t€rmino gue rxepresenta a un grupo de
m&Etodos por los cuales los componentes de uUna mucstra son se
parados y donde el resultado o informacitn qgue sc obtienc -~
puede ser usado para la identificacifn cualitativa y/o deter
minacidn cuantitativa de los componentes de la muestra.

Todo el grupo de métodos cromatogrdficos, nos facilita-
la aplicacidn de las té&cnicas de anflisis al proporciconarnos
los componentes de uha muestra por separado, logrando esto -
con pegueias cantidades de muestra, en gencral con un senci-
llo procedimiento y pequefias cantidades de solventes., En la-
actualidad pricticamente es posible cualquier sceparacién, --
atin de sustancias muy parecidas como pueden ser 1os mismos -
degradantes de unha sustancia © mezclas isoméricas.

La utilizacidn de los métodos cromatogriificos o5 de ca-
ricter universal, son igualmente aplicables en Biogquimica, -
Quimica Orgénica e inorginica: pudiendo utilizar micrc o ma-
cro cantidades: su gFan versatilidad hace posible gue se lle
ve a cabo en una columna o scbre una placa; la muestra puede
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ser éélida, lfquida o gasecsa; hoy en dfa los instrumentos -
usados pueden ser altamente sofisticados con controles autc-
miticos o inteqradores precisos, © puede llevarse a cabo de
forma muy simple con solamente €l material bAsico de labora-
torio.

Breve Resena Hist8rica de la Cromatograffa

El primer método cromatogrifico fue originalmente desa~
rrollado como una téenica para la separacién de pigmentos ve
getales, la cual de acuerdo a la actual terminologfa se pue-
de decir gque fue una cromatografia de adsorgibn liguido-s&li
do, siendo el doctor en Botdnica Tsweett quien en 1905 publi
c® dicho trabajo: al principio fue poeco el interés que des—-
pertd y s8lo fue utilizada por uncs pecos. El gran uso de 1la
Cromatografin comenzé eon la década de los treintas donde vi-
no a ser cada vez mids una t&cnica importante de laboratorio,
en este perfcdo surgieron nuevas variantes como la de capa -
delgada utilizada por primera vez por Izmaileor y Shraiber --
qguienes utilizaron aildmina sobre una placa de vidrio para se
parar unas tinturas farmacfuticas, la Cromatcegraffa de inter
cambio id6nico usada por primera vez por Taylor y Urey, pero-
desarrocllada realmente por Samuelson guicn usé resinas sinté
ticas de intercambio idnico.

Tiselius en 1937 desarrclld la clectroforesis gue pucde
considerarse como una variacién de la Cromatografia y en los
cuarentas implements dos métodes mids el anflisis frontal y -
el desplazamiento por desarrello, ademfis adaptd el primero -
para moniteorec continuc del efluente de la columna por medi=-
cidn del fndice de refraccifn. En la misma década Martin y -
5ynge inventaron la Crematograffa de particién.

~
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Despuds de la Segunda Guerra Mundial continusg el rspicdo
crecimiento y expansitn de la Cromatograffa en papel, de in-'
tercambio iSnico, de capa delgada, apareciende en la clisica
Cromatografia de liquidos en.columna dos modificaciones im--
portantes la de fase inverca por Martin y Howard y el gra---
diente de elusifn,

Posteriormente aparece la Cromatograffa de gases prime-
ro en la forma gas-s6lido ¥ luego ¢l desarrollo de la parti-
cign liquido-gas, la cual revelucioné las tfcnicas de labora
torio; por la misma época aparece la Crematograffa de gel de
permeacidn, graclas a la produccitn del gel por la reaccidn-
de destran soluble y epiclorhidrina por Flonn y Porath, y-
se desarrolla la tecorfa de la Cromatograffa como un proceso-
diferencial de migracidn,

Finalmente a mediados de los sesenta con los conocimien
tos acumulados en general scbre la teorfa cromatogridfica y en
la prictica tanto de Cromatograffa de liquidos como de gases,
se iniecid la modernizacidn de la Cromatograffa de lfquidos -
concluyendo al final de la década con el cxtraordinario desa
rrollo de &sta, produciendeo la Cromategraffia <de lfquidos de-
alta resolucibn.
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Clasificacién de la cromatografié.
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 Tipos de Cromatograffa y su Clasificacidn

Muchas formas de Cromatografia han gido desarrolladas,~
pero todas se basan en’él mismo principio: la separacifn re-
sulta de las diferentes proporciones en la zona de migracisn
causada por diferencias en la afinidad relativa entre las --
dos fases.

La naturaleza fisica de las fases ¥y el mecanismo por el
gue entran en contacto es 1o que hace surgir los diversos ti
pos de Cromatograffa, Cuandeo la fase estacionaria o delgada-
es la suyperficie de un s6lido o mejor dicho cuande la inter-
fase ge forma entre un sdlido y un ligquide, el proceso sc le
llama Cromatograffa de Adsorcidn y cuande la fase estaciona-
ria o delgada es un liguido, al proceso se le llama Cromato-
graffa de particidn, muchas veces la distincifn entre las =--
dos no es clara pudiendo pasar de un mecanismo a otro con fa
cilidad. La fase estacionaria en la Cromatograffa de parti--
cién es una capa muy delgada de solvente retenido como una =
capa adsorbida sobre finas particulas del soporte en polvo o
sobre papel, la fUnica funcién del sdlido en la Cromatografia
de particifn es retener la fase estacionaria.

Cromatograffa de Particiln
Cromatograffa en Columna Liguido-Lfguido.

La fase acuosa s inmovilizada sobre un soporte sGlido-
que debe soer guimicamente inerte, de una calidad y de un ta-
mafioc de partfcula reproducibles, debe ser capaz de adsorber-
el solvente de la fase estacionaria, pero no debe interac---
tuar con los componentas de la muestra. Con esto sc rellena-
la columna que debe ser un tubo de vidrio de pocos milfme---
tros a pocos centimetros de difimetro ¥ el largo puede ser --
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desde varios centimetros hasta metros.

La fase estacionaria puede ser: agua, solucidén amorti--
guadora o algGn solvente orgfinico muy polar.

La fase m6vil o eluente es un selvente orgdnico o una -
mezecla de solventes inmiseibles con la fase estacionaria.

5i la fase cstacionaria es un ligquido no polar adsorbi-
do a un soporte no polar y la fase mSvil es polar se le lla-
ma Cromatograffa de fase inversa.

En algunos casos para mejorar alguha scparacidn, es ne-
cesario cambliar durante la elusidn la composicidn del eluen-
te a 1o gue se le llama gradiente de elusifn.

Una vez rellena la <olumna y coh la fase estacieonaria,-
s5¢ coloca la muestra en la parte superior, se anade la fase-
mévil, dejdndola eluir, para la cuantificacidn se hace uso -
de los m&todes analiticos, se pueden recolectar pegquehas — -
fraceciones, en intervalos cortos de tiempo, pudiendo formar-
un cromatdgrama.

Las aplicaciones de este tipo de Cromatografla es muy =
grande y variada pudiendo scparar compuastas muy parccidos,-
tales como aminoicideos, alcaleides, esteroides, carbohidra--
tos, glicdsidos, barbituratos, vitaminas y antibifticos; - -
aceptando un amplico rango de tamafio de muestra.

Cromatografia Gas-Liquido

Es necesario el uso de un aparato llamado Cromatsgrafo-
de gases, en el cual los componentes esenclales son: una val
vula de presidn que controla la presibn de la fase mévil o -~

~
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gas acarreador gue generalmente es nitrSgeno o helio, luewao-
una puerta de inyeccién donde se¢ introduce la muestra & ia -
corriente de gag, Jdespués pasa'a través de la columna de don
de male al detector, el cual puede ger de varios tipos, la -
funcifn del detector es comparar la composicifn de la mues-~
tra scparada con el gas Puro y emitir una seiial eléctrica --
proporcional a la diferencia entre lo ecluido y el cluente, -
la cual un registrador la traduce on una grifica donde el =~
eje es el tiempo, el cual es proporcional al volumen de la -
fase mé6vil s5i el flujo es constante.

La puecrta de inyeccién, el compartimento de la columna
y ¢l detector estidn encerrados de mancra que se les pucde --
controlar la temperatura de forma eficaz.

La columna puede ser dc vidrio o metal, de 4 a 10 mm. -
de difimetro usualmente y de varios centimetros hasta varjios-
metros de largo, el soporte sdlido puede zer polvo de tierra
de diatomaceas, la fase estacionaria es un liquido no voli--
til a las temperaturas que ge realice la separacidn, ademis-
debe tener una adecuada selectividad por leos componentes a -
separar.

La gran sensibilidad y especificidad son las principa--
les caracterfsticas, logrando separar miembros de series ho-
mdlogas y hasta sustancias isoméricas. Son necesarios s6lo ~
microgramos de muastra, se logran andlisis cualitativos y --
cuantitativos. Es aplicable a sustancias como esteroides, ~-
barbitfiricos y alcaloides,.

Cromatograffia de Papel

Aunque el arregleo fisico e¢n la Cromatograffa de papel =~
es diferente que en la Cromategraffa en columna, cl fundamen
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to del proceso de separacibn es el mismo. Muchas variaciones
en aparatos y detalles experimentales han sjdo desarrollados
en este tipo de Cromatografia. ;

El papel filtro &s el materizl de soporte m&s usucal, --
aunque se pueden usar otres tipos de papel, del tipo de pa--
rel depende la velocidad de flujo. La fase estacionaria pro-
bablemente es un complejo de agua-~celulosa, al tratar el pa-
pel con una atmdsfera de un 20% de agua, el equilibric de --
distribucidn puede no ser vna simple particidn liguido-lfqui
do, sino gue el papel puede ejercer afecto de adsorecifn, sin
embargt se¢ le considera Cromatograffa de particion.

Usualmente el papel se acondiciona por exposicidén a la-
fase movil donde ¢1 componente mds polar puede actvar de fa-
s estacionaria. Lo fase mdvil es usualmente una mezcela de -
golventes que puede ser Scida o bisica, algunas mezclas usua
les son: isopropanecl, amonfaco, agua; n-butanol, Jcido acEty
o, agua; fenol, agua.

Se aplican algunes microlitros de la selucidn de la - -
muestra cerca de la orilla del papel por dende comenzard cl
desarrclle, dependiendo de la oricntacidn éste, puede sex:
ascendente, descendente o radial. La forma de medir la migra
cidn de un companente es en términos de R, el cual resulta -
de dividir la distancia del punte ipicial de aplicacidn de

-

la muestra al centro do la zona del componente en cucestidn
eptre la distancia de) mismo punto inicial hasta el Erente
del selvente,
del papel,

hay que hacer notar gue €ste punca debe salir-

EPI R nos sirve cowmo pardmetro de identidad, s5i se quig

ra cuantificar se corta £l trozo de papel donde quedd el com

ponente de interfs, se disuelve en un selvente adecuado y se

cuantifica por el método analftico apropiade.
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Tiane aplicaciones de gran valor, ya ‘que se puede detec
tar o identificar componentes de mezclas complejas, siendo -~
muy sensitivas y necesitando 9610 microgramoa dc muestra en-

" muchas separaciones."

Cromatografifia de Adsorcidn
Cromatograffia de AdsorcisSn en Columna

El equipo usado es idéntico gue en la cromatograffa de-
particidn en columna. Los adsorbentes mis usuales son: el --
6xido de Aluminio o alfimina y la sflica gel cuya superficie-
es muy polar, cop £s5tos se empacan las columnas. La fase mS5-
vil puede ser muy variada pudiéndose utilizar gran cantidad-
de solventes desde no polares hasta muy polares, generalmen-
te se utilizan mezclas. El procedimiente es igual que on la-
cromatograffa de particifn en columna.

Su principal utilizacion es en la purificacifn y aisla~
miento de componentes desconocidos de mezclas complejas, asft
como en la purificacidn de solventes.

Cromatografia de Capa Delgada

En este tipo el adsorbente es esparcido sobre una placa
de vidrio en una capa delgada y uniforme, la aplicacifn de -
la muestra y el desarrollo es similar a la Cromatografia de
papel, s6lo que cn este tipo s6lo podrd Ser ascendente la di
roceidn del solvente; se realiza en cimaras de saturacidn, -

hermdéticamente cerradas.

Es probable gue muchos sistemas de solventes proporcio-
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nen una combinacidn de efectps particisdn-adsoreidn durante -
la separacifn, sobre todo si el sistema contiene agua, meta-

nol u otro solvente polar, estos posiblemente son adsorbidos

adelante de la zona de migracidén de un compuesto cohvirtien-

do el sistema eh una Cromatograffa de particisin, por le gque-

la Cromatograffa de capa delgada puede tener modificaciones-

por lo gue se le podrfa cambilar de categorifa,

Los adsorbentes mis comunes y versditiles son la aldmina
¥ la sflica gel, se requiere gque tengan un tamafio de particu
la bastante pegqueno.

El procedimiento es similar al de la Cromatograffa en =
papel, aguf se tiene mayor ventaja o facilidad de producir -
reacciones de color ¢on agenhtes corrosivos, ademds de poder-
ildentificar las manchas con luz ultravioleta ya sca ague el -
compuesto sea fluorescente o ahadiendo al adsorbente una sus
tancia fluorescente,

Para la identificacifn se hace uso del Re y para cuanti
ficar se raspa la zona de migracidn identificada, .se trans--
fiere al polve raspado a un solvente donde el compaonente sea
soluble, separdndolo asf del adsorbente y se determina por -
el método analitico adecuado.

Es una poderosa técnica para deteccifn de impurezas, te
niendo un adecuado conjunto de condiciones es poSible sepa--
rar casi todo tipo de mezclas complejas, pudicndo asf identi
ficar y cuantificar los componentes.
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Cromatograffa de Gases por Adsorcifn

Es similar a la Cromatografiaz gas-liguido, se utiliza -
el mismc aparato y la tficnica es idé&ntica, dnicamente varfa-
el empaque de la columna en la cual se utiliza un adsorbente
gue al igual que en los otros tipos de Cromatografia por ad-
§0reifn, los mds utilizadas son sflica gel y alGmina., Esta -
Cromatografin esti limitada a sustancias de peso molecular -
ba jo.

Cromatograffa de Liquidos de Alta Resolucidn

Después de la Segunda Guerra Mundial y gracias al desa-
rrollo de la teorfa cromatogr&fica y otras clencias se produ
jo 1a instrumentacisn, siendo la Cromatografia de gases una-~
de las primeras té&cnicas donde se aplic6.

El surgimiento de CLAR inveolucrd estudies en muchos as—
pectos como el control de porosidad y partfculas de pegueno-
digmetro, nuevos tipos de fases estacionarias, columnas re--
Eistentes z presiones elcvadas, sistemas de bombeo, detecto-
res para voldmenes pequefos, etc. Gracias al desarrollo de -
todos estos factores aln en proceso de perfecclionamiento y -

de nuevos implementos tencemos a lo que conocemos como CLAR.

La CLAR puede llegarnos a proporc¢ionar la separacién de
los componentes de una mezcla compleja pudiendo obtener and-
lisis cuantitativos satisfactorios a costo razonable y los -
tiempos de andlisis pueden ser llevades a cabo en pocos minu
tos.

.

La Cromatografia nos proporciona una gran variedad de -
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recursos, por los cuales se puede optimizar la separaeidn de
mezclas sobre todo si se conocen los componentes y estdn bien
identificados.

- Principales pardmetros en Cromatografia de Liquidos de
Alta Resolucidn.

- Tiempo de Retencidh T: es el tiempo transcurrido entre
la introducecifn de la muestra y la elucidn del pico en
cuestibn.

- Volumen de Retencidn VR: si la velocidad de flujo ¢s - -

constante (F), entonces el volumen estd dado por:

- Tiempo de RetencidSn ajustada o corregido TR': es la di-
ferencia entre el tiempo de retencién T ¥ el tiempo --
muerta T, que es el tiempo rewsuerido para la elucidén dc
un componente gue no es retenido.

- Volumen de Retencifn ajustadoc © correqgido V_.': es igqual

R
al flujo si es constante por el TR'.

VR' = F . TR'

- Amplitud de la Banda W: las tangentes de las pendientes
del pico a partir del punto de infleccidn cruzan coh la
lfinea base, la distancia entre la intersgeccidn con la -
lfnea base de las tangentes e5 la Amplitud de la Banda W.

- Amplitud Media de la Banda W, : es la distancia entre
las pendientes del pico a la altura media de éste,

- Selectividad oL : es la relacifn de los voldmenes de re-
teneidn ajustados VR' de los compuestos que estdn en un
sistema cromatogridfico.

v

1) L] L]
R'1 vpriyv '

1
VR 2 .

o 1,2 =
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- Eficiencia N: la eficiencia de un sistema cromatogr&fi-
cO se expresa como €l nfimero de platos teGricos N, pue-
de ser calculada con la amplitud de la banda y el volu-
men .de retencidén del compueste.

N= 16 (vR/w)

El ndmero de platos tefricos incluye la contribueién -~
del volumen muerto del sistema,

El ntimerc de platos tedricos efectivos N' se calcula con’

LI ' 2
N 18 (VR /W)

Regolucién R: la resolucidn entre dos componentes en un
cromatograma es la relacifn de su separacién a su promedio -
de amplitud de la banda.

Ry 2= (Vpp = Vpy} / 1172 W) + W51

Factor de distribucidn k': tambi&n llamado relacidn o -
capacidad de distribucifn, se define como la relacién de la-
cantidad de muestra en la fase estaciconaria y la cantidad de
muestra en la fasc m&vil, puede calcularse del volumen de re
tencidn y el volumen muerto por:

k' = Vo / (VR - VOJ

La rescolucién, eficiencia, selectividad v factor de dis
tribucién se pueden relacicnar en:

1
Rel Nl - pfe) (k04 KD
p /
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El Srea bajo la curva A, puede cuantificarse por:

A=h . wD.S

donde h es la altura del pico,

Cuantificacidn por estindar interna: umn eskdndar inter-
no es un compuesto conecido que prefarentemente no se encuen
tra originalmente eén la muestra. La respuesta relativa RR de
los cchponentes de vna muestra se puede comparar ¢on el es--
tindar interne y ser determipados.

Se afiade a la muestra una cantidad conocida de estsSndar
interno ¥ se hace la corrida cromategrifica, las dreas de --
los picos de cada componente x y del estindar § son medidas,
Estas se dividen entre su concentracidn y se obtiene el fac-
tor de respuesta £,..

frx' Axfcs. Para los componentes de la muestra

F;s” ABICS. Para ol estdndaxr interno.
La respuesta relativa de cada componente estd dado por
la relacidn de su factor respuesta y la del estindar interno.

RR = Lo/ fpy»

Como s¢ conoce la concentracidn del estindar internno --
que se afadid y el Srea de los picos de log componoentes y --
del est3ndar interno son medidos, la concentracifn de los --

compongntes estdi dada por:

G, = (A /A (G, /RR ).

¥
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La mayor ventaje de la cuantificacifin por mé&ib'de.eaﬁé'
rdndar internc es gue es independiente de variaciones en =21
volumen de la muestra introducida. I '

En la cromatogratfa da Liquidos de Alta ResoluciGn pue-
dan existir los siguientes mecanismos de retencién o separa- ;"

cidn:

Adsoreidn: es el principio de sepéraciﬁn s antiguo -
aplirade en cromatograflia de columna. - ’

El proceso se basa en las interacciones gque existan en~
tre adsorbente, solutos y molécuias de solvente, Cualquier -
s8lido insoluble en solventes comunes puede usarse como ad--~
sorbente o sea, como fase estacionaria, los mis utilizades -

800

Eflica gel: es el adsorbente mis usade ¢n CLAR, es — -~
amorfo, es un s&lido poreso gue puede prepararse en un
amplic rango de frea superficial (200 a BOO m2/gr); dif
metro de poro de 50 a 250 A® vy graa volumen de pore 0.7
- 1.2 ml/gr. Quimicamente la sflica gel estd compuesta
de grupos polisiloxanos y diversos tipos de silancles
les cuales son importantes en la adsorcidn de moléculas
arg&nicas. Es insoluble en solventes como hexano, &ter
isopropanol, ete.; pere es ligeramente soluble en solu-
ciones acugsas, aumentando la solubilidad ch pH bisicos,

- Altmina: se prepara a partir de cristales de bayerita -
por deshidratacidn y activacifn a 200~600° 2, ticne un -
Areca superficial de 10D a 200 mzlgr. un valumen de poro
de 0.2 a 0.1 ml/fgr y el promedio del didmetro de poro -
es de 100 a 200 A®. Tiene propiedades semejantes a la -

8ilica gel en cuanto a separaciones aungue el mecanismo
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de adsorcidn es m&s compledo.

El otro factor gue puede manejarse es el eluente, dabi-
do al cual se debe en gran parte la retencidn. Entre mis. -~
fuertemente es adsorbido un eluente en la fase estacionaria
es mayor su fuerza de elucifin, esto es si el aluente estd en
mayor proporcidn gue la muestra y si éste ocupa ficilmente -
los sitios activos del adsorbente desplazard & las otras sus
tancias hacifndolas elulr ripidamente.

Algunos requerimientos de los eluentes son:

No debe interferir con la detececidn de la muestra.

Los componentes de la muestra deben ser solubles en el
eluante.

- pe preferencia debe tener baja viscosidad.

No debe tener reactividad cop la muestra o los adsorbepn

tes.

Generalmente se utilizan maezelas de eluentes logrando -
mejores separaciones y tehiendo una infinita gama de posibi-
lidades de lograr la separaciSn. La utilizacién de peguedas-
cantidades de agua hace gue pueda actuar como modulador de -
la retencidn en el sistema cromatoegrifico, ademds puede lle-~

gar & formarse algoe de particidn.

La principal splicaci6n es cn la separacidn de compues-
tos orginicog no polares y moderadamente polares, como cjem-
ple tenemos separaciones de mezelas de estercides, glicdsi--

dos cardiacos, alcaleides y aflatoxinas.

= Intercambio ISnice: por este mecanismo son generalmen
te separados compuestos idnicos, la separacifn se produce en
tre una fase movil polar usuvalmente €5 una solucidn amorti--
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guadora © una solucifén de electrolitos y una fase estaciona-
ria que es una resina intercambiadora de icnes.

- bas resinas intercambiadoras de iones son compuestos oOf
ginicos sintéticos en forma de polimeros insolubles con gru-
pos funciocnales ionizables. Un gran ntmero de resinas est&n-
formadas del mismo esqueleto diferencifndose en la parte in-
tercambiadora, ese csqueleto es un co-polimero de estireno y -
‘divinilbenzano (DVB}.

Existen dos tipos de resinas intercambiadoras de iones:

- Intercambiadoras de cationes: pogeen cationes intercam-
biables y la parte anifnica de la mol&cula es la resina.

- Intercambiadoras de aniones: cambian aniones con la so-
lucidn.

Dentro de las intercambiadoras de cationes existen resi
nas fuertemente intercambiadeoras de cationes como la resina-
de dcideo sulfbnice y débilmente intercambjiadoras de cationaos
como las de Scidos carboxflicos. De igual forma hay resinas-
fuertemente intercambiadoras de aniones en las cuales el gru
po es un anidn cuaternarioc y resinas intercambiadoras de - -
anitn débiles donde ¢l grupo intercambiador puede ser una va
riedad de aminas.

Una resina intercambiadora de iones se puede considerar
como un dcido o base inseluble ya que lo gue ocurre soh reac
ciones &Jcido-base, pero las especies gque forman parte del po
limero no pueden ir en la solucidén, A los iones aue tienen -
la carga del! i&n que intercambia la resina se les denomina -
contra-ifn y a los que tiencn la carga del ién cue forma par
te del cuerpo de la resina se les llama co-iones.
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Dos propiedades de este mecanismo son la capacidad de -
intercambio que es el niimero de milieguivalentes de iones ip
tercambiados por gramo de resina seca, y el tamano efectjivo-
de poro en la malla del polimero, un aumento en el grado de-
entrecruzamiento debido a un aumento en el porcentaje de DVB
hace disminuir el tamafio de poro.

La forma como ocurre la separacibn es por el diferente-
desplazamiento de los iones de la muestra por el contra ién-
del eluente a través de la columna, por lo gue la velocidad-
de migracitn de cada idn esti determinada por su coeficiente
de selectividad con respecto al contra ign del eluente.

Sus aplicaciones son sobre compuestos dgue tengan Qrupos
funcionales carboxflicos, fencles, aminicos, amincodclidos co-
mo alcaleoides, sulfonamidas, etc.

=Exclusifn Molecular: También se conoce como filtraciédn
o permeacifn. La separacién se basa en las diferencias de ta
mafio molecular de las sustancias a separar, ya gue s¢ utili-
zan como fase estacjonaria geles con un esoueleto 9 estructy
ra de dimensiones moleculares 1o que hace gue exista una - =
cierta porosidad, donde el tamafiec cfectivo de poro puede ser
controlado por el entrecruzamiento del gel, al existir esa -
porosidad dentro del mismo esqueleto del gel permite la en-=-
trada a los poros de moléculas pequeias y las de mayor tama=
fio gquedan fuera, siendo elufdas con mayor celeridad gue las-
que penetran &n 1los poros.

Los geles utilizados son meléculas orgdnicas no if6nicas
los mis utilizados estin compuestos por entrecruzamiento de-
dextran y epiclorchidrina o de poliacrilamida, entre los cua
les existe diferenciacif®n por el grado de entrecruzamiento -
que afecta la extensidn y el tamafio efectiva de poro.
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La fase m&vil no necesita caracterfsticas eSpEeialeB,'-f
s6lo que fluya a través del gel y sea compatible con el méto
do de deteccitn. '

Esta técnica es aplicable a sustancias de peso molecu--
lar mayor de 2000 daltons, como macromoléculas biolSgicas, -
polimeros sintfiticos, oligosaciridos, polisaciridos, prostra
glandinas, protefnas, ete.

- Particidn: cste mecanismo se basa en las diferentes -
solubilidades de las sustancias entre el ligquide de la fase~
mévil y el lfquido unido al soporte formando la fase estacip
naria, El soporte consiste en un material poroso, el cual es
revestido de una delgada capa de liguide inmisible con la fa
se mSvil formando la fase ecstacjonaria. El1 grado de equili--
brio de particidn de los componentes entre la fase mévil y -
la fase estacionaria determina el grade de separacién.

Es similar a la extraccifn con solventes y es aplicable
a moléculas de todo tipo de polaridad con peso molecular in-
ferior a 2000 daltons.

Existen dos formas de llevar a cabo el mecanismo de par
ticidn, la divisién se basa en las polaridades relativas de-
la fase mSvil y la fase estacionaria, aungue tal divisién no
es muy objetiva ya gue con condiciones ¢romatogrificas apro-
piadas una forma puede ser transformada en la otra. Ademis -
tal divisién no dice nada acerca de c&mo interactfila ¢l solu-
to con lag fases. La polaridad relativa de las fases puede -
ser mis ampliamente explicada sobre las interacciones inter-
moleculares que pueden ocurrir entre el soluto, fase mévil y
fase estacionaria, como dispersifn, orientacidn del dipolo ¥y
puentes de hidr@geno.
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la llamadj particidn nermal en la cual la fase estacio-
naria rem mis polar que la fase m&vil, utilizindose para sepa
racioness de compuestes orginicos polares. Esta a su vez pue-
de ser c=le dos formas dependiendeo de la fase estacionaria: la
primera en la que el soporte serd similar a la Cromatograffa
de aditexcifn pero aquf la fase estaclonaria serf el liguido-
que eit=ard adsorbido al soporte. La segunda es en la que la-
fase uttaclonaria lfquida estd ligada guimicamente y en for-
ma estitfhlie al soporte, las superficies de estos empagues dan
origen sa menoxr adsorcifén guimica, menor barrido y menos pro-
blemas ode activaciSn catalitica, la razdn de una menor super
ficie toctlva es debido a que los grupos hidrdxilo que produ-
cen la = fuerza de adgorcidn se eliminan al reaccionar con los
organoz ilanos durante la sintesis. Las sSeparaciones en este-
tipo d¢ fafes son generalmente similares a las obtenidas so
bre alicarbentes pexro el grado de retencifn es usvalmente me-
nor.

In _ la particidn normal se utilizan fases mfviles no po-
lares pssor ¢jemplo, hidrocarbonos mezcladosg con solventes mo-
deradm.aente polares como hidrocarbonos clorades, &reres, ace
tato de = etllo, alecheles, etc.

la a5 fases estacionarias ligadas son en la actualidad --
las mis = util izadas en este tipo de Crematografia de parti---
cién y de las cuales existen varios tipos gque se clasifican-
eén bate= a la polaridad de les grupos funcionales predominan=
teg, de= e&sta forma tenemos:

- tt=biles : contienen grupos ester, dimetilamino, diel, -
fl .uoroe ter,

- Yeediak: con otros nitro, alguilnitrilo, nitrilo y poli-
hl.Zdroxictil metacrilato.

- IL2evadas: alguilamina, amino, aminopropil.
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En la Cromatografia de fase normal la retencisdn de los-
solutos se ve disminuida con un incremento en la polaridad -
de la fase mdvil, pudiendo regular los tiempos de retencién-

-con-un adecuado manejo de los incrementos en la polaridad.

La otra forma del mecanismo de particién es liamado Cro
matograffia de fase inversa © contraria. El nombre de este ti
PO es en oposicidn a la Cromatografia de particisn llamada -
normal, en la gue se utiliza una fasc estacionaria polar vy -
un eluente no polar ¥y gue fue la gue se utiliz6 primero, ac-
tualmente la Cromatograffia de fase contraria se estima que -
es utilizada en un B0% del total de la utilizacifén de CLAR.

En la Cromatografia de fase inversa sc trabaja con fase
estacionaria no polar y eluentes polares, sin embargo com=--=-
prende un amplio rango de sistemas cromatogrificos por lo -
que no puede ser precisa su definicifin sobre términos de po-
laridad o no polaridad. A pesar de osto, el métode se asocia
completamente con el uso de fases estacionarias ligadas hi--
drocarbonacas, siendo las mis usuales de octadecilsilano y-
octilsilane, el soporte se utiliza en forma de micropartfcu=-
las de sflica con un difmetre medioc de 5 a 10 um, en cuya su
perficie se unen covalentemente los grupes n-octadecil o - -
n-ogtil. Con cste material son empacadas las columnas aue --
pueden ser de diferentes magnitudes, generalmente de un did-
metro de 5 mm y el large varfa de 5 a 30 cm, el rango de ve-
locidad de flujo usual es de 0.5 a 3.0 ml/min.

Ademis existe gran variedad en las propicdades del empa
gque como tamafio de particula, distribucién de ramafio de par-
tfcula, la naturaleza de le ligado, la morfologia de la su--
perficie cubierta, las cuales proporcionan diferencias en la
selectividad y eficiencia de la columna. Otro factor impor--
tante en poder llevar a cabko la t&cnica e¢s aue se ha podido-

«
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empacar uniformemente en tubos de acero inoxidable dicho ma-
terial de empaque, el tubo tiene que soportar presiones arri
ba de 800 ATM, durante el proceso de empague, debe estar com
pletamente limpio ¥ las paredes interiores ser completamente
lisas.

Los eluentes usados en la Cromatografia de fase inversa,
con fases estacionarias ligadas ne polares son sSoclventes po-
lares o mezclas de estos como metanol acetonirileo y agua. Al
gunas prepiedades importantes de estos son su tensifn super-
ficial, constante dieléctrica, viscosidad y valor eluotrépi-
¢, dichas propiedades pueden variar al mezclarlos en forma-
no proporcional,

La retencidn dependers del grado de tensifn superficial
y de la constante dieléctrica. La velocidad de flujo es in-~
versamente proporcional alaviscosidad y la eficlencia de la
columna disminuird con un incremento de viscosidad.

Existen varios modos de aplicacién de la Cromatograffa
de fase inversa:

=-Fase regular © comin: teniendoc simplemente la fase es-
tacionaria ligada no polar y la fase mbvil polar, la reten--
¢ién se basard en la hidrofobicidad de los solutos, eluyendo
los solutos polares ridpidamente al preferir la fase mvil ~-
sin conseguirse tal vez una buena separacidén y los compues=-=-
tos no polares son forzados por la fase m6vil a interactuar-
con la fase estacionaria por lo que eluir#n pesteriormente,-

con mayor posibilidad de haker sSido separados.

- Supresién de ifn: los compucsto$ polares, especialmen
te si son ionizubles eluyen ridpidamente dando una pebre sepa
racidn y definicidn de picos, cuando la retencifn no puede -
ser ajusta?a'por ranipulacisdn de la composicidén de la fase -
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mévil, lo gue se puede hacer es ajustar el pH de modo qgue se.
evite la ionizacifn, entonces ¢l compuesto auwedard en su for

ma no ionizada por lo aue seri menoe peolar y podrs interac}"'

~war maB- con-la fase estacionaria, do esta manera seri mayo
su retencidn y mejor la definicidn del pico, ‘

Esto da resultade para dcidos y bases débiles en un ran
go de pH de 2~8, para un fcido débil up pH de 2-3 es sufi~--
ciente para suprimir su ionizacidn.

«~pPar ibnico: la fase inversa ifn par por partieifn es -
la técnica mis popular donde se utjiliza la misma fase mévil-
y fase estacionaria que en la fase inversa comdn, con la dni
ca modificacidn gue ge afiade un contra-ifn a la fase mdvil,-
este contra-idn serd de carga contraria a la del o los solu-
tos a separar. Las muestras en las gue se aplica la Cromato-
grafia de par iSnico, son compuestos ibnicos y capaces de -~
formar el par-iSn con el contra idn.

Existen dos mecanismos propuestos para la formacisdn del
i6n y su particidn:

- El soluto R+ forma =l par-ifn con ¢l contra iSn ¥ en
la fage m6vil y ya2 formado pasa a interactusr con la fase es
tacionaria w orgdnica.

o omx_ )

rY o+ N & (RK ) org

ag ag

=E]l otro postulado es gque el conktra idn permanece en la

fase estacionaria con 1a parte idnica oricntaaa hacia la fa-
se m&vil, cntonces ®Y es atrafda por fuerzas electrostiticas
unifndose al contra i6n, permaneciende on la fasc estaciona-

ria u organica.

e aq org org
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Actuaslmente se cree gque lo gue realmente Sucede es una
combhinacidn de ambos postulados.

Algunas veces mezclas de contra iones pueden lograr me=
jores separacicnes que el usarlus salos,

Alguil cuaternarios de amonioc como sales de haldgenos -
sOon usados como contra idn de especies amSnicas, algunos - -

ejemplos son: tetrametil o tetrabutilmamonio como cloruros,=-
di, tri v oectilaminas, ete.

Alguil sulfonatos o alquil sulfates de sodio son usados
como contra iones de especies catifnicas como ejemplos: bu--
tan, pentan, hexan, heptan, octan sulfonatos de sbdio. Tam-—
bidn con cadenas aromiticas como el dcideo benzansulffBnico, -~
Otros como octil, lauril sulfato de sodio.

Entre mayor sea la cadena lipofflica del contra i6n tep
Ard mayor efecto en la retencién; en la scparacifn de sustan
cias muy parecidas, es mejor la wutilizacidén do contra iomnes-
de cadena corta de manera de cvidenciar un poco mis la dife-
rencia; el aumente en concentracién del contra idn aumentard

la ratencidn s6lo hasta el punto de la concentracidn efecti-
va,

El uso de fases ligadas no polares se ha visto incremen
tado explosivarente desde su introduccifin en
destarado como la t€cnica cromatogrifica mds
con instrumentagifn, esto s debe en parte a
¢ia de las micropartfculas con fase ligada y
cifn de un equilibric quimico secundaric con

CLAR ¥ s ha --
versdtil usada-
1a gran eficien
a la utiliza=-=~=

datergentes o ~
contra iones pudiendo asi separar meléculas altamente pela~-
res.
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La aplicacitn de esta forma de Cromatograffa abarca - =
pricticamente todos los campos de la guimica, desde el ansli
5is de muestras ambientales o inorginicas hasta muestras f£i-
siolégicas y biogufmicas, as{ como las de productos natura--
les, alimenticios, farm&céuticos o industriales.

Efecto de la Temperatura en CLAR

Un ineremento et la temperatura produce cambios como un
decremento en el tiempo de retencifn, incremento en la efji--
ciencia de la columna, tambhién se mejora la capacidad de la-
mueatra y se incrementa la permeabilidad de la columna, lo -
cual se refleja en una dismihucién en la presitn.

El aumento en la eficiencia resulta de un aumento en el
coeficiente de difusidn del soluto al disminuir la viscogi-=-
dad de la fase mbvil. Sin embarge, en muchos casos la selec-
tividad no e¢s afectada fuertemente por cambios en la tempera
tura.

Las desventajas del uso de temperaturas elevadas es gue
disminuye la vida media de la columna sobre todo a pH cleva-
dos ©o en presencia de soluciones amortiguadoras o reactivos-
par ifnicos, ademds de gue puede gasificarse alglin solvente-
y aumenta el ruido en el detector.

Gradiente de Elucifn

En el gradicnte de elucifén en contraste con la elucifn-
normal o isocrdtica, la composici6n de la fase mbvil se va=-=-
ria a través de la separacibn, proviendo un cambio continuo-~
en la fuerza del solvente de la fasc mSvil que pasa a la co-
lumna haciendo gque disminuyan los valores de k', por lo gque-
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eluyen mis r&pidamente compuestos que tarxdarfan much6 tiempb' o
en condiciones isocriticas; as! se pueden lograr mejores se-

paraciones, en menor tiempo, mis cconfémicas gque en condicio-
nes isccriticas; aungue la problemfitica del maneio de laa:-w
condiciones de la fase m6vil aumenta considerablemente con -

respecto a larg isocriticas.

Alta

Componentes Bisicos de un Cromatégrafo de Liquidos derf
Resolucitn. Esencialmente consiste de:

Sistema de bombeo de fase mSvil (bomba y recipientes de
solventes).

Sistema de inyeccidn

Columna

Detector

Graficador

Pudiendo existir gran cantidad de accesocios como:

Bombas extra, pudiendo utilizar un gradiente de elucién
Medidor de flujo

Automuestreador con inyector automitico

Compartimento de columna con contrel de temperatura
Precolumna

Recolector de fracciones

Detectores extra

Integrador

Sistema de hombeco

En el sistema de bombeo, la bomba es el principal com--

ponente y el mis complejo, existen varios tipos de &stas sin

que ninguna cumpla con las caracteristicas ideales que son -

en general:
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Alimentar a la ¢olumna con un flujo de solvante sin pul
saciones y on forma reproducible.

Compatibilidad con todo tipo de solventes.

Que pueda sostoner grandes presiones y mantener un fliu-
jo en un rakgo de 0 a 1G ml/min.

Qut po contribuya mucho en el volumen muerto.

gue ofrezca seguridad si se utilizan solventes £lamables.

La presifn debida a la resistencia gue ofrece la colum-
na al flujo depende de:

P e B Vi,

Kd
donde:

n = viscosidad de la fase mivii

Vv = velgooidad linegar del fluje

L = longitud de la columna

K = congtante del enmpague de la columna alrededor de
600 generalmonte

d =

didmetros de particula de! soporte,
Las bombas utilizadas en CLAR se clasifican en:
Bonbas de desplazamients continuos

-~ Desplazamiente cvontinuo

-~ hmplificador de gas

- Jaringa

Baombas de desplatamiente intormitente:
- Poristilticas

- Diafragmiticas

- Do pistén reciproco
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Las bombag de desplazamiento contipuo tienen la ventaja
de proporcionar un flujo continuo, suave y sin pulsacicnes;:-
sus desventajas son gue tienen un reservorio de solvente li-
mitado de modo que se debe interrumpir el flujo para recar--
garlo ¥ gue la composicién del solvente no puede irse cam---—
biando durante la corrida de tal forma que no se puede usar-
el gradiente de elucién.

Las hombas de desplarzamiento intermitente por el contra
rio operan con reservorios de solvente abiertos a presisSn am
biente por lo gue recargarlos no es problema, ademdis pueden-
ser de gran volumen por lo que se coloca desde el inicio la-
cantidad gue se calcula utilizar; sus desventajas son que --—
proporcionan flujo cop pulsationes gue contribuye significa-
tivamente en el ruido del detector.

Sistema de Inyeccidn

La introduccifn de la muestra en la columha es una ope-
racifdn muy importante para obtener una buena separacién, la-
forma de introducir la muestra, el volumen de la misma son -
factores que influyen en el anfilisis.

Existen biisicamente dos técnicas, gue cada constructor-
las adapta en forma diferente gue son:

- La té&cnica de detencidn del fiujo, la cual consiste -
en detencer el flujo hacia la eolumna por medio de una vilvu-
la, al mismo tiempo Se remueve la muestra gque se éncuentra -
en una cavidad hacia la cabeza de la columna v se reinicla -~
el flujo, la difusidn de la muestra durante el tiempo de - -
aplicacién es insignificante.
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- La otra tfenica consisle - on iptroducir la muestra direg
tamente al flujo de la fasormdvl]l por medio de una jeringa y
‘a trav&e de un tapén de hulegpmut imxoide fugas de la fase m-
vil, pero que puede ser pencr wado por agudas. Tal asistema es
mis adecuads para cuande la pe—esién s baja. E1 tapSn de hu-
le puede deteriorarse con elicolvenc e y producir problemas.

Columna

¥a se ha hablado de los iz .fefentes tipos de empaques de
las columnas que existen para(=ads tipo de Cromatogratfa, --
Tal vez sd8le serfa convenientemmenciomar algunos cuidados ge
nerales que deben tenerse con la@g colwumnas Yy tener presente-
que cada tipo de columna reguiy.~e de culdados especiales de-

pendiendo de su empague.

Algunos de los cuidados gu 5S¢ delben tener son:

- Evitarle golpes y movimienk:es bruscos

- . Respetar su rYango de pH

- tavarla adecuadamente despufess de wtilizarla y dejarla -

en e] @disolvente o mezela & disel ventes aprepiadoes,

Ko llevar a cabo cambics bruy.sces enn vl flujo gue se re-

flajan en cambios de prosiés,

Tener el cuidade de no pasar urun lfcguide gue no esté ~ -

bien filtrado pues particula extraflas actuarfan come -

tapsn,

- besgasificar perfectamente lpg = 1fquidos gue se pasen a
través de la columna, ya quala a presencia de burbujas -
afectarfan la presidn y cambhozr¥a el arregle del empa-

que,

Los anteriores cuidados son pir.”d eviwar cambios quimicos
y fisicos en el empague que modifine rian Y a eficiencia de la

cnquHn:a .
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Detectores

'La funcién de un detector en CLAR es indicar la presen-
cia de un componente, separado en la columna, presente’ en el
flujo de la fase mSvil cuando pasa a travéfs de una microcel-
da.

No existe ningtin detector gue cumpla con todas las cua-
lidades deseables gue son:

- Estabilidad: e¢s la capacidad de laborar cohtinuamente y
ser insensible a cambios en el ambiente externoc.

- Sensibilidad: es el aumento de sefial del detector por -
aumento de concentracisn del soluto, debe tomarse en --
cuenta el ruido del detector.

- Linearidad: se refiere a que la sefal del detector sea
directamente propercional a la canhtidad del soluto.
- versatilidad: es la capacidad de trabajar en diferentes

formas y condiciones.
- Selectividad: es que la respuesta sea diferente de uno
a otro componente en la muestra.

Los detectores mds usados en CLAR son:

- Absorbancia de luz ultravioleta. !
- Absorbancia de longitud de onda variable.

- Fluorescencia.
- Indice de refracciftin,
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<l VALIDACICN

La posibilidad de utilizacidén de nuevas técnicas de ani
lisis, adem3s de una gran variednd de m3 odos analfticos ya-
existentes, hace gue la eleceifin sobre cual método es el mis
apropiado ses dificil, por lo gue es necesario recurrir a --
técnicas estadfsticas pare conocer la confiabilidad de lps -~
resultados de cada méeodo analftrico.

Un mdtodo analfitico 1o que hace es una medicién o sea,~
una estimacién comparativa de una cantidad, sin embargo teda
medicisn tendrs un error por mis bien realizada gue &sta sca,
los errcres pueden ser de dos tipos:

- Error contreolable o exror determinado: es todo aquel-
error debido a una falta de control de calidad de ta técnica
analitica como pucde ser el 18D de reactivos mal estandariza
dos o impuros, blancos inapropiados,

interferencias, errores
instrumentales o de operacidn, eto.

- Error incontrolable: es agugl error gue permanece deg
pufs de¢ haberse hecho todos 1os esfuerzos para eliminar el
errer determinado.

-

La walidacifin de un método amalitico se reficre cnton--—
ces a la evaluacisn cuantitativa del error indetorminado. Se
puede definir validacifn como la determinacidn del grado de-
veracidad de un proceso de medici6n. Esto implica una ovalua
cifn de un métedo desarrellado.

Un significado alternative de validacibn es "hacer vali
4a" en el sentido de producir e} resultado descade, refirién
dose a evaluar el proceso a la vez gue Gste se dosarralla,
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Dichas cvaluaciones requieren de cierta metocdologfa gue
ruede ser adoptada depcndiendo, de la t6enica analftica y lo
que se reguiere de &sta, ademiis de la aplicacifn que =zc le-
quiera dar.

Una gulia general para la Validacitin de M&todos andliti-
cos puede ser la siguiente:

1, Linearidad
- Sensgitividad
- Rango analftico
- Rango de trabajo
2. Limite inferior de deteccidn
3. Exactitud
4. Precisidn
- Repetibilidad
- Reproductibilidad
- Efecto placebo
. 5. Egpecificidad
-8 Especificidad en estudios de estabilidad

1. Linearidad

La linearidad es una medida del grado al cual la curva
de calibracidn analitica se aproxima a una linea recta que -
forme un fnguleo de 45° con respecto a las abscisas, o ¢l gra
do al cual la sensitividad es constante, expresada la sensi=-
tividad como la relacidn entre cl error estdndar de regre---
si6n y la pendiente de la recta. Esto es la relacifn del cam
bic de sefial al cambio de la cantidad de sustancia a anali--

zar,

Existen dos variables, la sustancia analizada y la se--

fial o el resultado gue se obtiene, si los valeres de costas -
-
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dos variables tienden a alinearse a lo large de una linea ——
regcta se dice que eostin ¢orrelacichnados linealmente, si es -~
asf{ significa que cambios en una de las variables provocars-
un cambic proporcional en la otra.

581 los puntos definidos por parejas de valores de las -
variables sc representan griaficamente,

tendremos una grafica
de correlacgi&n,

si los punteos en dicha griifica so alinean en
linea recta ye dice gue coxiste regresifn lineal., Una recta -
gue se ajusta a los puntos £e llama recta de regresidn.

Existen medidas npuméricas gue indican el grado de corze
lacifin o dispersifh cntre las gue s5¢ encuchtra el coeficien~
te de correlacién, el cual mide el grado de asociacifin li~--
neal entre las variables, es una cantidad sin unidades. Cuan

to m&s ecercanc a 1.0 sea el valor del coeficiente de correla
cidn obtenido mis lineal secri el método.

El coeficiente de corrolacifin se define por:

r = NE sy ~ ST xEy
\/((Hzxz -tz e y? - £y

Al determinar la linearidad es convenlente aue se deter
ming el rango analftico gue se reguiere, esto es, la concen-
tracidn m&s alta y ia mis baja que se necesita que nos deter
mine el m&tode con valider y» e] rango de trabajo aue nos in-
di¢a las concentraciones de 1as muestras que pupden ser ana-
lizadas por el mé&todo con validez y sin realizar cambios en-

la preparacidn de las muestras y bajoe las mismas condiciones
de aperaci@n.
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2, Limite inferior de deteceifin

Es la menor captidad o minima concentracién detectable
del compuestw en anilisis, con un grado de confianza especi-
ficadeo, gue puede medirse con respecto a la sehnal producida-
por el ruideo del aparateo {en caso de gue exista) y utilizan-
do las mismas condiciones de operacién establecidas. Si eoxis
te ruido, se considera conveniente gue ¢l 1fimite inferior de
deteccidn se fije en el valor en gque la sefial Sea cuatro ve-
ces el valor del ruido.

3. Exactitud

Una técnica analftica es mds exacta a mayor concordan-=-
cia entre un valor determinado experimentalmente y un valor-
aceptado de reterencia.

La estimacidn de la exactitud de un método estd asocia-
da con la suma del error determinado y el error indetermina-
do. ’ '

- La exactitud de un método analfitico gqueda definido cOﬂ;
la media de las observaciones realizadas y el intervalo de - -
confianza al 95% de probabilidad. ) ’ i

I.c. 95¢ = £ 1,98 Es

Egsto significa que tenemos el 95% de probabilidad que -
un resultado tenga una desviacidn estdndar entre %-1.96 con-
respecto a la media.

La mejor aproximacitn es medir cantidades conocidas adi
cionadas a placcbos del producto y como cada método es apli-

-~



cable & yn rango especfifico de concentraciones, ya gue la ~=~
exactitud del mftodo puede variar dependiendo de las ceoncen-
traciones, €s conveniente evaluarlo a varias concentraciones.

Cuando 1a exactitud del métcdo no es muy buepa pero es-
precise, se puede corregir corriendo la sustancia de referen

cia junto con el producto.

4. Precisidn

La precisidn de un conjunto de resultados analfticos o-
de mediciones repetidas de una misma propiedad es el grado -
de concordancia mutua entre los resultados individuales.

Las formas de expresarla son con la desviacitn estdndar
y con la desviacidn estdndar relativa © coeficiente de varia

cidn.

La desviacifn est&ndar es una medida de la variabilidad
o dispersidn de las observaciones es una distribucisSn normal

de frecuencias.

El coeficiente de variacifn expresa el porciento de des
viacidn del método y permite comparar diversas muestras en--
tre sf a pesar de que tengan medias diferentes.

cVvs = S/x (100}

Nos podemos referir a la precisi6n de dos diferentes ma
neras como repetibilidad y como reproducibilidad.
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~ Repetibilidad: estd relacionada con la dispersién de
les resultados cuande se ha reducido al mfnimo el error de=--
terminado, o sea, que la precisiédn en este caso se determina
a partir de resultados obtenidos por un solo analista, usan=~
do los mismes aparatos, condiziones técnicas ¥y bajo un es---

tricto ceontrol de calidad.

- Reproducibilidad: se refiere a la precisidn de un mé-
todo cuande se consideran los resultados obtenidos por dife-
rentes analistas, en diferentes aparatos y en distintos dfas,
atin mils entre difeventes laboratorios, por lo que se hablard
de reprodicibilidad inter-analistas o inter-equipo, etc.

~ Efecto Placebo: c8§ necesario dislucidar ¢l posible =--
efecto que puedén tener las susStancias auxiliares de la for-
mulacisn {an caso de gue varfe la cantidad de &stas), sobre-

la precisidn del mé&todo analftico.

En este caso la precisidn serd la concordancia entre =--
las determinaciones hechas manteniendo constante la cantidad
de sustancia a determinar y variando las concentraciones de-
placebo en las muestras. Es importante gue se realicen redu-~
ciendo al miximo el error controlable para que los posibles-
cambios o variaciones sean 86lo debido al placebo,

5. Esnecificidad

Especificidad © Selectividad son términos que indican =
gue la respuesta obtenida después de un ensayo se debe excly
sivamente a la sustancia gue se desea determinar y no a otra
u otras sustancias que estén o pudieran estar presentes en -~
la muestra a analizar, esto es que dichas sustancias no in=--

tarfieren cntre sf.
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Para demostrar dicha propiedad se realizan anflisis de-
placebos de l1a sustancia en cuesti&n, identificando que la -
res; uesta correspondiente a esa sustancia no tiene ninglin va
ler ~n el placebo.

En algunas ocasiones ¢5 necesario usar no s6lo al place
ko, 5ino ademds sustancias ajenas gue pudieran e€n un momento
dado estar presentes.

6. Especificidad en Estudios de Estabilidad

Para el establecimiento de gue un método analitico es -
especi{fico en estabilidad para una sustancia dada es necesa-
rioc demostrar que ninglGn producto de degradacidn va a inter-
ferir en el anilisis,

Los productos de degradacidn pueden provenir de la misg-
ma sustancia, de los demis ingredientes de la formulacidn o-
de interacciones entre ellos.

Para determinar lo anterior se someten tanteo el produc-
to como placebos de cada componente de la formulacifn a con-
diciones extremas de temperatura, oxidaeidn, hidrolisis, ex-
posieién a luz, ete. con el objeto de producir degradaciones,
se analizan posteriormente para determinar si se producen in
terferencias.
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FORMULARIO
I. Medidas descriptivas.
1.- Media nuestreal. (x)

- T

X n

n

L% sumatoria de todos los valores de s s chsexrwvaciones
de =,
n = ndmero de observaciones

1
\
|
.

.2, ~Dasviacifn estindar muestral (S).

_ =2
g = 2y x).

n=1

n -1 = grados de libertad

3,-Error estindar Es

=l

Eg =

4.~Intexrvaloc de confianza de la media al %1 de probabilidad,
(I'C'SSQ,'
I.C.95‘ = Esx to.49s

t = valor critico de t de Student.



II.

Coeficiente de variacidn, . (CVd).

“cve = £ x 100
0

Cor:elacidn y regreaxon 11nea1

'1.- Ecuaciﬁn de la recta de regresldn ylx.

y = mx+'-b-

2.- Pendiente de’ la recta ‘de regresiﬁn.-(m)

'mEM:xyi- frxij:d)
“pEx2 - (£x)2

3.- Inte:cepto'de-la recta en la ordenada al origen.
b=y - mx
4.- Coeficiente de correlacifn. (r}.

DEXRY ~TXEY

r =

Junz:‘z - 1o %1% tngy? - 1gv1?

5.~ Sensitividad.

X R || I
Sylx

5%

{b) .
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<] HOROGHRAPIAS

CLORHIDRATO DE PIRIDOXINA

Nombres Quimicos y Sindnimos: S-hidroxi-6-metil-3,4, pi
ridinmetanol clorhidrate: l-hidroxi-6-metil-~3,4-piridincarbhi
nol clorhidrato; 2-metil-3-hidroxi~4,5~4dithidroximetil) pixi
dina clorhidrato; 3-hidroxi-4,5~dimetil«ol~ piceline clorhi-
drato; piridoxal clorhidrato; Vitamina Bg clorhidrato; Ader-
mina ¢lorhidrato; clorhidrato de hexabion.

F&rmula desarrollada:

—
H,C ‘ + BCl
HO™ "tszcti
}
CH,0H

FArmula Condensada: ‘csnllno3'ﬁcl.

Peso Molecular: 205.64,

Porcentaje de compoiiciﬁn: C:46.V2%, H:5.88%, C1:17.24%,
H: 6.81%, 0:23.34%.

Descripeidn: c¢ristales blancos o incolores, o palvo - -~
eristalino blanco, estable al aire, cuando se expone a la -~

lur se¢ altera ligeramente, inolero, con ligero sabor salino
amargo.

Solubilidad: 1.0 qr. se disuelve en alrededor de 4.5 ml
de agua, 90 ml de etanol al 96%; es socluble en propilengli--
col, escasamente soluble en acetona, pricticamente insoluble
en &ter y cloroformo.
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Acidez o Alcalinidad. pH: una golucidén al 10% p/v en -é
agua produce un pH de 3.2, una solucidn 5% p/v en agua tiene
un pH de 2.3 a 3.5.

Ensayos de Idoentidad:

~ Temperatura de fusiSn: funde entre 202° y 2067 C con
una ligera descomposicifn.

- Espectro infrarrojo: el espectroc de absorcién infra--
rrojo de una dispersisn de la muestra en aceite mineral exhi
be miximos sGlo a la misma longitud de onda que una prepara-
cidn similar de un estindar de Clorhidrato de Piridoxina.

- Espectro ultravioleta: la abgorcién de luz en el ran~
go de 230 a 350 nm, de una solucitn de 0.001% p/v en Jcido -
elorhidrico 0.1 M exhibe miximos s&lo a 290 nm: A{l%, lcm) a
290 nm es alrededor de 3$30. La absorcitn de luz en cl rango-
de 230 a 350 nm, de una solucién preparada por diluci6n de 1
ml de una solucidn G.1% p/v en 8Scido clorhidrico 0,1M a 100-
ml con 0.025 M de una sclucién amortiguadora de fosfatos, ex
hibe dos mdximos a 254 nm y a 324 nm: Af{l:, 1 cm) a 254 nm -
es alrededor de 180 vy a 324 es alrededor de 350,

- En cada unc de deos tubes marcados como A y B se depo-
sita 1 ml de una solucifn acuosa gue contenga 100 ug de la -
muestra por ml, a cada tubo se agregan 2 ml de solucifn 1:5
de acetato de scdio, al tubo A se agrega ! ml de agua desti-
lada y al tubo B 1 ml de soluci6n 1:25 de dcido b8rico y se
mezela, Los dos tubos se enfrfan aproximadamente a 2G° y con
rapidez se le agregan ! ml de una solucidn alc¢ohGlica 1:200
de 2,6-diclorogquinona clorimida: en ci tubo A se produce una

coloracitn azul gque ripidamente se desvancece y cambia a roje
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café en pocos minutos, la coloracifn azul no aparece en el -
. tubo B. '

= A unpa solucidén 1:200 do Clorhidrato de Piridoxina se -
agregan 0.5 ml de solucidn reactivo de &cido fosfotugstico:
se forma un precipitado blanco.

- Da positivas las pruebas de cloruroes.

- Claridad y color de la solucidn: una sclucidén de un 5%
p/v es limpia © muy ligeramente opalescente.

Ensayos de Pureza:

- P&rdida al secado: cuando se seca al vacfo sobre sflj
ca gel durante cuatro horas a 100-105°C hasta pesc constante,
la pérdida no debe ser mayor de 0.5% de lo pesado.

- Contenido de ¢lorures: en un recipiente provisto de -
tapdn de vidrio se disuelven cerca de 500 mg en 50 ml de me-
tanol, se agregan 5 ml de Scido acftico glacial y dos a tres
gotas de solucidn indicadora de eosina amarillenta y se valg
ra con solucién 0.1W de nitrato de plata. Cada ml de la solu
cién 0.1 N de nitrato de plata eguivale a 3.545 mg de C1™., -
el contenido de cloruros es entre 16.9 y 17.6% calculado so-
bre la base anhidra.

- Residuos de Ignicifn: no mis de 0.1%.

- Metales pesados: una solucifn 5% p/v de la muestra, -
se neutraliza con solucibn 1:3 de amonfaco utilizando papel-
tornasol: se agregan 2 ml de dcido acético diluido y se dilu
ye con agua destilada hasta 25 ml, el limite de metales pesa
dos es no mids de 30 ppm. Preparar el estdndar usando splu--=
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cidn de estdndar de plomo {1 ppm de Pb}.

Potencia Reguerida: debe contener no menos de un 98% y
no mifs que &l equivalente de un 100.5% de CgH, ;ROJHC] calcu-~
lado sobre la base anhidra.

11

Valoracidn: en una mezcla de 10 ml de Scido acético -=-
‘glacial y 10 ml de solucién reactivo de acetato mercfirico se
disuelven aproximadamente 400 mg de la muestra de Clorhidra-
to de piridoxina calentando ligeramente hasta diseluci&n. La
solucifdn se cnfria a temperatura ambiente, se agregan dos go
tas de solucidn indicadora de vicleta de cristal y se valora
con sclucidn D.1 N de dcide perclérico, Se efectfia una prue-
ba en blanco y se hacen las correcciones necesarias. Cada ml
de solucién 0.1 N de Acido perclérico egquivale a 20.56 mg de
CBH11N05HC1.

Conservacidn ¥y almacenaje: presérvese en recipientes --

herm&ticamente cerrados y protegidos de la luz,

Toxicologfa: no se ha descrito sindrome de hipervitami=-
nosis, La administracidn de clorhidrato de piridexina adn en
dosis de formulaciones vitaminicas normales; es equivalente-
a una reduccidn en la desis de levodopa, el antagonismo se -
debe presumiblemente a un incremento de la actividad de las-
descarboxilasas fuera del Sistema Nervioso Central de las --
cuales la piridoxina es cofactor.

Farmacodinamia: el clorhidrato de piridoxina es abscrvi
do del tracto gastrointestinal y es convertido a la forma ac
tiva de fosfato de piridoxal. Es excretado en la orina como-
dcido 4-piridoxinico. La piridoxina no se encuentra ligada a
protefnas, perc sus metabolitos fosfato de piridoxal y piri-
doxal, se encuentran total y parcialmente ligados a protef--
nas.
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Usos: es un cofactor enzimitico vitamfnico usado profi-
licticamente para evitar deficiencias, terapéuticamente en -
colvusiones en infantes por deficiencia de piridoxina, en =~-
anemia inducida por la deficiencia en adultos, en algunos ti
pos de anemia megaloblistica pesiblemente causada por defi--
ciencia de piridoxina, en el tratamiento de distrofia muscu-
lar, alcoholismo agudo y cistinuria, es utilizada como profi
laxis contra polineuritis en pacientes con terapia de isonia
zida.

Contraindicaciones: no existen contraindicaciones, sélo
se deben tener precaucicnes por la reduccidn del efecto de -
la leodopa gue produce la pirideoxina.

Dosis y range de dosis:

- Profildctica oral y parenteral 2.0 mg una vez al dfa.
- Terapfutica oral y parenteral 5.0 a 300.0 mg diarios di

vididos en dosis.

El rango de dosis es de 2.0 a 600.0 mg diariocs.
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CLORHIDRATO DE TIAMINA

Nombres Quimicos y Sinénimos: 3-( [4-amino-2-metil-5-pi
rimidil] metil)=5-(2-hidroxietil)=-4-metil-clorure, monoclor-
hidrato; clorhidrato de wvitamina Bl; cloruro clorhidrate de-
Tiamina; clotiamida; tiaminol; clorhidrato de aneurina.

F6rmula desarrollada:
c N NHgy 5 CHoCHpOH .
Yoo JO
-~ FCH, :
cH
2 c

F&rmula condensada: clzuljcluqos'uc1.

Peso Molecular: 337.27

porcentaje de composicifén: C:42.73%, H:5. 38%, cl:21.03%
_N.lﬁ 61%, 0;4.74%, 5:9.51%.

Descripcifin: pequefios cristales blances jincoloros o un-
polvo cristalinc, forman l18minas monoclinicas agrupadas en -
rozetas, tiene un ligero oler a tiazel o a carne, con sabor-
amargo, expuesta al aire con humedad promedio la vitamina ab
sorhbe una cantidad de agua correspondiente & casi un mol, =--
formande un hidrato, en forma =meca la vitamina es estable y-
calentindola a 100°C por 24 horas no disminuye su potencia, -
la forma comercial contiene alrededor de 4% de agua.

splubilidad: 1.0 gr Se disuelve en alrededor de 1 ml de
agua, 18 ml de glicerol, 100 ml de alcohol 95%, 31% ml de al
e¢ohol absoluto, scluble en aleohol metilico y propilenglicol,
précticamente insoluble en &ter, benceno, hexano y cloroformo.

-
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Acidez o Alcalinidad. pH: una solucifn en aqua destila-
da 0.1% p/v da un pH de 2,58, soluciones en agua destilada -
de 11 a 2.5% p/v dan un pH entre 2.7 ¥ 3.4.

Ensayos de Identidad:

- Temperatura de fusidn: es alrededor de 248°C con des-
composicifsn parcial,

- Espectro infrarrojo: el espectro de absoreidn infra--
rrojo de una dispersifn de Tiamina en bromuro de potasio, --
previamente secado a 105°C por dos horas, exhibe méximos s&-
1o a la misma longitud de onda que una preparacién similar -~
de un estdndar de referencia de Clorhidrato de Tiamina, si -
aparece alguna diferencia, disolver porcicnes de la muestra
y del estdndar de referencia en agua, evaporar las solucio--
nes y secar, repetir la prueba con los residuos.

- Disolver 20 mg en 10 ml de agua. Ahadir 1 ml de &dcido
actico 2 M y 1.6 ml de hidréxido de sodio 1 M, calentar so-
bre un bafo de agua por 30 minutes y enfriar, afiadir 5 ml de
hidréxido de sodio 2 M, 10 ml de una solucidn 5% p/v de hexa
ciano ferrato de potasio (IT1I' y 10 ml de l-butanol, agitar-
vigorosamente por dos minutes, la capa alcohélica exhibe upa
intensa luz azul fluorescente, particularmente scbre la luz-
ultravioleta a 365 nm. Repetir 1la prueba usando 0.% ml de hi
drbxido de sodio 1.M y 0.2 gr de sulfito de sodio, en lugar=-
de 1.6 ml de hidr6xido de sodio 1 M: no se produce fluores--
cencia.

- Una solucifn 1 en 50 responde a las pruebas de cloru-
ros.

- Absorbancia de la soluciSn: la absorbancia de una so-
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iucidn de Cleorhidrato de Tiamina 1 en 10 en agua decmstilada y
despuss de haber sido filtrada a través de una poeosidad £i-
na no excede de 0.025, haciendo la lectura a 400 m e con un-
espectofordmetro adecuado, usando celdas de 1 ¢h ¥ sagud comg

blanco.

~ Claridad y color de la splucitn: se disuelveu un grame
de Clorhidrato de Tiamina en agua destilada y se dihruye has-
ta 14 ml; el color de la solucitn es cuanto nis com el de -~
una dilueibn de 1.5 ml de solucisn 0.1 N de dicromis o de po-—

tasio en agua destilada, & 1.0 1k,

Ensayos de Pureza:

- pdrdida al secado: se desecan 580 mg a 1065°C, d-mrmte
dos horas: pierde cuanto mis 5% de su peso.

~ Nitratos: a 2 mi de una solucidn 1 en 50 sa afideen 2-
ml de fcido sulfdrico frio y sobreponer 2 ml de sulfate fo--
rrogo S5.R.: no se produce una tincidn café en la unibnd Be -~

las dog capas.
~ Rasiduos de ignicidn: no mis de 0.2%.

Potencia Reguerida: debe centener no mencs de 98% yz no-
mis de 102% de c12H17C1N405-HCI. calculado sobre base swesd.-
No menosg de 20.6% vy no mis de 21.2% de C1 total y ne memess -
de 13.4% v no mis de 10,0% de Cl presente como clorhidrap o, -

calculado sobre base seca.

Valeoracifn:

~ Spluecidn concontrada de Clorhidrato de Tiamina. Enypsin
matraz velumétrico de 100¢ ml se depositan aproximadamente —
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25 mg de Clorhidrato de Tiamina, estfindar de referencia, pre
viamente desecado a 105°C durante dosg horas y teniendo la --
precaucidn, durante la pesada, de evitar la absorcién de hu-
medad, se disuelven en 300 ml de solucifn diluida 1:5 de al-
cohol, &1 pH se ajusta a 4.0 con Scido clorhidrico diluido y
se diluye hasta el aforo con el alcohol diluido acidificado.
Se conserva bajo refrigeracién y protegida de 1a luz. Esta -
sclucisn se prepara cada mes.

- Solucidén estidndar: un volumen adecuado de la solucién
" concentrada tipo de Clorhidrato de Tiamina se diluye cuanti-
tativamente copn dcideo clorhfdrico diluido 1:50 hasta obte--
ner una sclucifn estdndar que contenga 0.2 ug de Clorhidrato
de Tiamina, por ml.

- Solucif6n por valeorar: disolver 25 mg de Clorhidrato -
de Tiamina en una solucidn 0.2 N de dcido clorhidrico, di---
luir c¢on esta misma solucidn hasta 500 ml y mezclar. Diluir-
epta solucidn con deido clorhfdrico 0.2 N, hasta obtener una
solucidn cuyo contenido estimado sea aproximadamente €¢.2 ug/
ml.

- Procedimiento: en cada uno de tres o mis tubos de en-
sayo u otros recipientes adecuados con capacidad aproximada-
de 40 ml, transferir cuantitativamente 5 ml de solucifdn es--
tdndar, a cada uno de dos de los tres tubos de ensayo se - -
agregan ripidamente empleando uno o dos segundos ¥y agitando,
3 ml del reactivo oxidante y empleando cuando mds 30 sequn--~
dos se agregan 20 ml de alecchol isobutilico, la solucidn se-
mezcla fuertemente durante 90 segundos, agitando manualmente
los tubos © en un vortex, en el tubo de ensaye que contiene-
86lo solucifn estdndar, se prepara un blanco, sustituyendo -
el reactivo oxidante por un volumen igual de solucién 1:70 -
de hidréxido de sodio y procediendo de la misma manera.

e e v p——————
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En cada uno de tres o mis tubos de ensaye iguales a los
anteriores, se depositan cuantitativamente 5 ml de la solu--
cién por valorar, el contenido de estos tubes se trata de la
misma manera gue se indica para los gue contienen la solu---
cidn estdndar. A cada une de los seis tubos o del tocal uti-
lizados, se agregan medidos con pipeta volumétrica 2 ml de -
alechol etflico deshidratado, se agitan y se dejan separar -
las fases, se decantan aproximadamente 10 ml de la solucién-
clara sobrenadante, de alcohol isobutflico, se depositan en-
celdillas apropiadas y ge mide la fluorescencia en un flueord
metro adecuado.

~ Calculos: la cantidad de 012"11C1"4°5‘“C1 en ug, en -
cada 5 ml de la soluci®n por valerar, se calcula por medio -~
de la siguiente f£8rmula: [(A-b}/{5-d), en donde A y 5 son los
promedios de las lecturas de fluorescencia de las porciones-
de la solucién por valorar y de la solucifn estdndar, respeg
tivamente., Se calcula la cantidad en mg de C12H17C1N405-HC1,
en la muestra tomando en cuenta las alicuotas tomadas.

- Solucicones empleadas:

- Solucién de ferricianuro de potasio: displiver en agua
destilada 1.0 gr de ferricianuro de potasio y diluir a 100 -

ml, se prepara el dia que se va a emplear,

- Reactivo oxidante: mezclar 4 ml de la solucidn de fe-
rricianuro de potasic con suficiente solucifn 1:70 de hidr&-
xido de sodio hasta 100 ml, debe emplearse s6lo dentro de --
las siguientes cuatro horas despué€s de Su preparacién.

Cloro total: disolver 0.2 gr de Clorhidrato de Tiamina-—
en 20 ml de agua destilada y afadir 1 ml de dcido nitrico 21
¥ 15 ml de solucifn valorada de nitrato de plata 0.1 M, fil-
trar, y lavar el residuo con agua destilada y titular el f£il
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trado y lavados con solucidn valorada de tiocianato de amonio
0.1 M usando comg indicador una solucitn al 10% p/v de éulfg

to de amonio férrico (1II)}). Cada ml de nitrato de plata 0.1~

M equivale a 3.545 mg de cloro.

Cloro presente como clorhidrato: discolver 0.2 gr en 20-
ml de agua destilada de Clorhidrato de Tiamina y titular con
hidréxide de scdio 0.1 M solucién valorada, usando sclucifn-
de azul de bromotimol como indicador hasta que aparezca un -
color azul-verde indicativo de un pH de 7. Cada ml de hidré-
xide de sodio 0.1 M equivale a 3.545 mg de eloro presente cg
mo clorhidrato.

Conservacidn ¥y almacenaje: consérvese en recipientes no
metfilicos, herméticamente cerrados y resistentes a la luz.

Toxicologfa: efectos indeseables ée presentan cuando la
tiamina es administrada varias veces en dosis mayores a la -
dosis terapéutica, las reacciones tOxicas se producen con in
yvecciones de 50 mg y una muerte ripida fue reportada despulis
de una inyeccién intravenosa de 100 mg. Grandes dosis posi--
blemente interfieren con el metabolismo de otros miembros --
del grupo vitaminico B y posiblemente precipitan los sinto--
mas de otros estados de deficiencia en pacientes desnutridos.

Farmacodinamia: el clorhidrato de Tiamina es abserbido
del tracto gastrointestinal y es distribuido ampliamente a -
la mayorfa de los tejides del cuecrpc. No es almaccnada en --—
grandes cantidades en el cuerpo y las cantidades en exceso -
de tiamina a los reguerimientos del organismo son excretados

en la orina come tal ¢ como su metabolito pirimidina.

Usos: es cofactor enzimdtico vitamfnico, utilizado en -
el tratamiento de Beriveri, en deficiencias de vitamina Bl,-
en mal nutriciones, en la epcefaleopatfa de Wernickes, on las
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neuritis originadas por alcoholismo, embarazes y la de la pe
lagra. ’

Contraindicaciones: el riesgo de un shock anafildctico-
ge incrementa con la administracidn repetida de clorhidrato-
de Tiamina por via parenteral. Se debe tener la precaucidn -~
de no administrar grandes dosis de clorhidrato de Tiamina en
pacientes desnutridos.

Dosis y rango de dosis:
- oral profildActica: 5 a 10 mg diarios
- Oral terapdutica: 10 a 35 mg tres veces al dia
- Parenteral profildctica: 5 a 10 mg diarios

- Parenteral terapGutica: 10 a 20 mg tres veces al dfa.

El rango usual de dosis es de 5 a 200 mg diarios.
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HICOTINAMIDA

Nombres Quimicos y S::nﬁﬁimbs'- dcido amida nicotinicd. -
niacinamida, dcido amida- 3-pirid1ncarboxilica, nicotilamzda, B
piridina-23- carboxamida.' i

i
i

" Férmala ﬂesarzoiléda;

S conyt

~
N

Férmula Condensada: C6H6N20

Peso Molecular: 122,13

Porcentaje de ComposiciSn: C:59.01%, H:4.95%, N:22.94%
0:13.10%.

Descripcidn: polvo cristalino blanco o cristales incole
ros, <on un olor débil caracteristico y un sabor salacdoc y -
amargo, sus soluciones 10% p/v en agua son neutras al papel-
litmus, absorbe insignificantes cantidades de humedad a hume
dades relativas superiores al 9%0% y a 25°C, forma sales cris
talinas con dcidos, destila a 150-160°C a 5 x 1079 mm Ha.

Solubjlidad: 1.0 gr de nicotinamida se disuelve en alre
dedor de 1,0 ml de agua, en 1,5 ml de etanol al 96, en 10.0
ml de glicercl, ¥ €5 ligeramente soluble en &ter y clorofor-
no.

Acidez o Alcalinidad. pil: una solucidn al 5% p/v produ-
ce un pH de 6 a 8.
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Ensayos de Identidad:

- Temperatura de fusidn: funde entre 128° y 131°C.

- Espectro ultravioleta: en una.matraz volum€trice de -
1000 ml se disuelven 20 mg de la puestra, la solucifn se di-
luye con agua destilada hasta el aforo y se mezcla, obtenién
doge una solucifn 1 en 50,000, se determina la absorbancia -
en celdillas de 1.0 cm a 245 y 262 nm, en un espectofotdme--
troe adecuade, usando agua destilada como klanco, una s=sclucidn
similar de un estdndar de referenicia tendrd méximos y mini--
mos a las mismas longitudes de onda e igualmente medidas, la
relacidn ArgafPggys €5 antre 0.63 y 0.67.

« Espectro infrarrojo: el espectro de absoxcién infra--
rrojeo de una dispersifn en bromuro de potasio de nicotinami-
da B86lo debe exhibir mlximos a la misma longitud de onda gue
una preparacidn similar de un estfindar de referencia,

- En un tubo de ensayo se depositan 20 mg de nicotinamj
da y Se agredga una lenteja de hidréxido de sodio, sc calien-
ta suavemente sobre vna flama, sc percibe olor a amonfaco, -
sl la mezcla se calienta a mayor temperatura se percibe olor
a piridina; también pucde realizarse con 0.1 gr de nicotina-
mida ¥y 1.0 ml de hidrdxide de sodio 2.0 M,

- A 2.0 ml de una solucidn 0.1% p/fv, afadir 2.0 ml de -
una s@lucidn de bromuro de cianfgeno, posteriormente 3.0 ml.
de solucifn 2,.5% p/v de anilina y agitar, se¢ produce una co-
laoraci6én amarilla.

- Claridad y color de la solucifin: una solucifn de 0.25%
p/v es limpia y no mds intensamente coloreada que la solu---~
cién de referencia,
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Ensayos de Pureza:

- Pérdida al secado: secando sobre sflica gel duranpte -
cuatro horas, la pérdida no debe ser mayor que un 0.5% de lo
pesado: o secado sobre pent$xido de f&sforo por oche horas a
una presidn gue no exceda de slrededor de 20 mm Hg, la pérdi
da no debe ser mayor de unh 0.5% de lo pesado.

~ Contenido de cloruros: disolver 2.5 gr de nicotinami-
da en 50 ml de agua destilada, 15 ml de la solucifn deben ==
cumplir conh la prueba de limjites para cloruros.

- Compuesteos nitrogenados: a 2 ml de una sclucidn al --
5.0% p/v, anadir 0.2 ml de hidrdxide de sodio 10.0 H y dejar
la por c¢inco minutos: la solucién no debe colorear mis que -
el estindar de referencia.

- Sustancias facilmente carbonizables: en 5.0 ml de Aci
do sulfdrico S.R., se disuelven 200 mg de nicotinamida, la -
coloracidn de la solucifn no es mis intensa gue la de la so-
lucidn de referencia tipo ¥ o un fluido de Matchin A.

- Residuos de ignicifn: cuando més el 0.1%.

- Metales pesados: en 10 ml de agua destilada se disuel
ve 1.0 gr de la muestra, se agregan 7.5 ml de solucidn 1.0 K
de 8cido clorhidrico y se diluye con agua destilada a 25.0 -
ml; el 1fmite es de 30 ppm. Preparar el estiindar usando una-
soluci6én estidndar de plomoe (1 ppm de Pb.),

- Sustancias relacionadas: llevar a cabo el método por-
cromatograffa en capa delgada, usando silica gel GF254 come -~
sustancia de soporte, dejar ascender el solvente 10 ¢m cerca
de la linea de aplicacifn. Use como fase mdvil una mezela de
48 voldmenes do cloroformo, wvoldmenes de agua y 45 voldmenes

de etanol absoluteo, Aplicar separadamente al cromatoplaca --
“
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5 mcl de cada una de las dos soluciones en una mezcla de vo-
ldmenes iguales de etanol (96%) y agua conteniendo en (1) 8%
p/v de la nicotinamida y en {2) 0.02% p/v de nicotinamida.
Después remover del cromatoplaca, dejando secar al aire y ==
examinar sobre una lampara de UV., teniendo un miximo de ab-
sorcidn alrededor de 254 nm. Cualquier mancha en el cromato-
grama obtenido con la sclucién (1), aparte de la mancha prin
cipal no debe ser mis intensa gue la mancha en ¢l cromatogra
ma obtenido con la solucién (2).

Potencia reguerida: debe contener entre 58.5 y 101% de
c6u6N20 calculado con referencia a la sustancia sSeca.

Valoracidén: pesar exactamente alrededor de 300 mg. de -
nicotinamida y disolverla en 20 ml. de dcido acético glacial
anhidro, sSe calienta ligeramente si o5 necesario para @isol=-
verla totalmente, se agregan 100 ml de bencenc y dos gotas -
de solucifn indicadora de violeta de cristal. Titular con so
lucién 0.1 N de dcide perclériceo hasta el cambic de color a-
azul-verde, hacer una prueba en blance para las correccciones
necesarias, cada ml de solucién 0.1 N de Gcido peorclérico --
equivale a 12.21 mg de CGHGRZO.

- Pesar exactamente alrededor de 200 mg de nicotinamida
transferirla a un matraz volumftriceo de 500 ml, disclver on-
agua destilada y diluir con la misma a volumen, mezclar esta
soluci6n, tomar 5 ml con pipeta volumétrica y transferirlos-
a un matraz volum&trico de 100 ml diluir con agua destilada-
a volumen y mezclar, Disovlver exactamente la cantidad pesada
de estandar de referencia de nicotipamida en agua destilada-
¥y diluir cuantitativamente hasta obtener una solucidn con =--
una condentracidn conocida de alrededor de 20 meg/ml.



76

Determinar de la misma manera las absorvancias de ambas
soluciones en caldas de 1 cm a la longitud de onda de maxima
absorvancia alrededor de 262 nm, con un espectofotSmetro adea
cuado, usando agua destilada como blanco. Calecular la canti-
dad en mg de CG”GNZ eh la muestra de nicotinamida tomando la
fGrmula 10C {Am/As) en la cual C es la concentracidn en meqg/
ml de estf&ndar de referencia de nicotinamida en la solucién-
estdndar, Am y As Bon las absorvancias de la solucisn de ni-
cotinamida y de la solucidn estdndar respectivamente.

Congervacifin y almacenaje: la nicotinamida debe guardar
se en un recipiente herm#ticamente cerradgo.

Toxicolegia: la nicotinamida no produce los efectos ne-
gativos del Scideo nicotfnico y no produce vasodilatacidn, Do
sis elevadas pueden producir un anormal funcionamiento del -

higado.

Farmacadinamia: as absorbida del tracto gastrointesti--
nal rdpidamente y es distribuida ampliamente en los tejidos-
del organismo. Los metabolitos metilados y oxidados son ex=-
cretados en la orina.

Usos: es componente del complejo de vitaminas B, es fac
tor enzimdtico, utilizada principalmente en la prevencidn y
tratamiente de la pelagra hipercolesterolemfa.

Contraindicaciones: como resultados de algunos estudios
se sugiere que la administracidn durante el embarazo se evi-
te ya gue una ho completamente probada teratogenicidad se¢ --

evidencis en dichos estudios,



posis y rango de dosis:
Prefildctica; oral o parenteral de 10 a 30 mg diaribs.
Terap&utica: -oral o-parenteral de 50 a 500 mg dia:ios

en dosie divididas.

El range de dosis es de 10 a 500 mg diarios.

77
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RIBOFLAVINA-5- FOSFATG DE SO0ODIC DIHIDRATADA

Nombres Quimicos y Sinénimosé ?,B-diﬁetil-lo-(n-ribit-r
¥ L} iscalloxazin 5'~fosfato de sodio dihidratado; vitamina-
By fosfato de sedin; Riboflavina fosfato de sodio; mononu--
cledStido de flavina;: Riboflavina-5-fosfato sal ester monosS-
dica de sodio; mononucleStico de alloxazin; citoflavina; co-
flavinasa. :

Férmula Desarrollada:
‘ on on o
- CH3CH.CH'C H-C H, . HPOgNa
_H3C

HaC

Férmula Ccndensagu: €y 4ty N4 NaQ P+ Hy0

Pego Molecular: 514.4

Porcentaje de Composicién: C:40.44%, H:4.67%, N;10.89%,
Na:4.47%, 0.34.21%, P:6.03%.

Descripeidn: polvo cristalino amarillec o amarillo naran
ja, o cristales amarillos, inoloro o casi inoloro, higroscé-
pico, con dgran sensibilidad del ester fosfato a la destruc--
cidn por luz UV,

Solubilidad: soluble en agua: a pH-6.9 112 mg/ml, a pH
5.68 mg/ml a pH 3.8 43 mg/ml, en general es soluble en 20 --

-~
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partes de agua, muy escasamente soluble en etanol al 96%, --
prédcticamente insoluble en clorocformo y é&ter.

Acidez o Alcalinidad. pH: el pH tefSirico de una solucidn
acuosa de un milimol/150 ml de agua destilada es 4.5, el pH
de una solucidn 1 en 100 es entre 5.0 ¥ 6.5; el pH de una so
luciSn 2 en 100 es entre 4.0 y 6.3,

Ensayos de Identidad:

- Espectro ultravioleta: la absorcidn de luz enh el ran-
go de 230 a 350 nm, de una capa de 2 cm de una sclucidn ----
0.0005% en una solucidn amertiguadora de fosfatoas pH 7.0 ex-
hibe maximos 5610 a 266 nnh: la absorvancia a 266 nm, es alre
dedor de 0.61.

- A una solucifn de 1 mg en 100 de agua destilada es de
coloracidn amarille verdosa y palida, por transmisién de lucz
tiene una intensa flyoyrescencia verde amarilla, la cual desa
parece cen la adicifn de dcidos minerales o dlcali.

- A un ml de una scluciSn D.10% se aface 1 ml de hidr&~
xido de sodis 1M, se expone a radiacidn de luz Uv., por 5 mi
nutos, afadir suficiente Zcido acético 6M para hacer la solu
cifn Scida al papel azul de litimus y agitar la mezcla con 2-
m}l de cloroformo; la capa de cloroformo exhibe uyna fluores-—-

cencia amarilla.

- Disclver con ayuda de calor 0.1 gr en 1.0 ml de &cido
clorhidrico 5M, ahadir 10 ml de etanol al 96%, enfriar en un
baho de hielo, inducir la cristalizacién y filtrar a través-
de un crisol de Gooch (Bs porosidad No.4) el residuo después
de lavar con &ter y secar tiene una temperatura de fugidn de
alrededor de 200°C.

£STH TEIS N3 BEEE
SALR EE U SiSUOTECA
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- A 0.5 gr afiadir 10 m! de &cide nftrico, evaporar la -
mezcla sobre un bafio de agua caliente hasta seégquedad, gquemar
el residuo hasta gue el carbGn sea removido, disolver el re-
siduc en 5 ml de agua destilada y filtrar, el filtrado obte-
nido responde a las pruebas para sodioc y fosfatos.

- Rotacidn Sptica especifica; entre +37° y +42°, calcu-
lada sobre la base seca determinada a una solucifn ~n dcido-
clorhfdrice 5N, conteniendo 150 mg en cada 10 ml y ->ntro de
los 15 minutos después de preparada.

Ensayos de Pureca:

- pé€rdida al secado: secar al vacio sobre pentSxido de-
f6sforo a 100°C por cinco horas, la pérdida no debe ser ma--
vor de 7.5% de su peso.

- Residuos de ignicidn: no mis de 0.25%.
- Fosfatos libres:

a) Sclucidn de Scideo wolibdico: diluir 25 ml de solucidn
de molibdato de amcnic (7 en 100) con agua destilada a 200 -
ml, a esta diluecidn afiadir lentamente 25 ml de fcido sulfGri
¢ 7.5 N y mezclar.

Solucitn de sulfato ferroso: prepararla justo antes de-
usarla, hacer una solucidén 1 en 10 de sulfato ferroso en dci
do sulfdrico 0.15 H.

Preparacidn del estfndar: preparar una solucién en agua
destilada conteniendo 44.0 mg de fosfato de potasio monebisi
co en cada ml.
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Preparacién de la solucifn de la muestra: transferir --
300.0 mg de riboflavina 5'~-fosfato de sodio a un matraz veold

metrico de 100 ml, disolver y diluir con agua destilada a vo
lumen y thezclar.

Procedimiento: transferir 10 ml de cada una de las solu
ciones, del esténdar y de la solucibn de la muestra a matra-
ces cBnicos de 50 ml separadamente, afiadir 10 ml de solucitn
de Scido molfhdico ¥y 5 ml de la solucién de sulfato ferroso-
a cada matraz y mezclar, determipnar la absorvancia de las 50
luciones en celdas de 1.0 cm, a la longitud de onda de miExri-
ma absorbancia alrededor de 700 nm, con un adecuado aspectro
fotOmaetro, usande como blanco vna mezcla de 10 ml de agua =--
destilada, 10 ml de dcido molfbdico v 5 ml de solucién de --
sulfate ferroso: la absorbancia de la solucién a probar no -

debe ser mayor gue la de la sclucién del estfindar (1t como -
fosfato).

b) Disclver 100.0 mg de ribopflavina 5'-fosfato de sodio
en suficiente agua destilada, ¢n un matraz volumétrico de --
100 ml, llevar a la marca con agua destilada, tomar 5 ml de-
esta solucidén y diluirlos con 5 ml cde agua destilada, afadiy
les 5 ml de una seolucidn amortiguadora de sulfaro de cobre -
pH=4.0, 2 ml 3¢ una solucitn 3% p/v de molibdato de amonio,-
1 ml de una solucifn recientemente preparada que centenga 2%
pfv de sulfato 4-metilaminofenol y 5% p/v de metabisulfito -
de sodio ¥y 1 ml de una solucifn recientemente preparada gue-
sostenga 3% pfv de Jcido perclérico. Afadir suficiente
destilada, llevar a 25 ml y mezclar, medir la

agua-
absorhancia a-
860 nm, dentro de los Siguientes 15 minutos de la prepara-=--
cién de la solecifn, usar como blanco una solucién preparada
de manera similar perc sin la sustancia examinada. L.o absor-
bancia no debe ser mis grande que la producida al repetir ia
operacifin usando una soclucidn preparada en forra similar con
7.5 ml de una solucifn estindar de fosfatos con una concoen--

-
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tracidén de 10 ppm, comenzande a partir de donde dice: afiadir-

5 ml de una solucifn amortiguadera de sulfate de cobre pH=4,0
riboflavina libre y riboflavina difosfato: .

Nota: hacer la prueba con todas las goluciones protegi-
das de la luz en todo momento, de ser posible usando matra--
ces rojos.

Solucifn amortiquadora de fosfatos pH=7.0: disglver - -
13.8 gr de fosfato monobisico de sodio monohidiatado en alre
dedor de 100 ml de agua destilada, afladir 59.3 ml de hidréxi
do de sodio 1.0 N, diluiy con agua destilada a 2000 ml y mez
clar si es necesario ajustar a 7.0,

Preparacitn del estindar: transferir 35.0 mg de estin--
dar de ribeflavina a un matraz cSnico de 250 ml, afadir 20 =~
ml @e piridina y 75 ml de agua destilada, disolver la ribo--
flavina con agitacién frecuente, transferir la solucién a un
matraz de 1000 ml, diluir con agua destilada a velumen y mez
clar, transferir 20 ml de esta solucifn a un Ssegundo matraz-
volumétrico de 1000 ml, ajustar la scolucifn a pH=6.0 con la-
adicidén de Scido sulfdrico 0.1 N (alrededor de 8 ml), diluir
con una mezcla de agua destilada-dioXano, 3:%, a volumen ¥ -
mezelar; esta sclucidn contiene 0,175 mg de riboflavina por-
cada ml.

Preparacidn de la solucién de la muestra: disolver 100
mg de riboflavina 5'-fosfato de sodio en 10 ml de la solu---
cién amortiquadora pH= 7.0; preparar una tira de papel croma
togré&fice de velocidad de flujo promedio u otro papel adecua
do para electroforesis y saturar «l papel con la solucifin --
amortiguadora pH=7.0; usando una micropipeta, aplicar 0.01 -
ml de la solucifin muestra a lo large de la lfnea estrecha so
bre el sitic del cAtcdou de la tira de papel contenido on una
cimara adecuada de electroforesis, aglibar un potencial de -
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aproximadamente 250 volts, permitir la electroforesis y con~
tinuar por seis horas, remover el papel de la cimara. Detec-
tar cualgquier riboflavina Iibre y riboflavina difosfateo obhe=~
servando la tira de papel con la iuz del dfa o sobre luz ul-
travicleta sl es necesario. La ripoflavina libre si ests pre
sente aparece como una banda cercapna a la lfnea base y la ri
boflavina difosfato aparece mis lejos de la lfnea inicial.

Precaucidn: la riboflavina es destruida si se expone a-
la luz ultravicleta por mis de cineo segundeos.

Cortar las respectivas bandas y coleocarlas en natraces-—
ednicos de 250 m} por separado, cada matraz contienc 35 ml.-
de una mezcla de agua destilada y dioxano 3:1, dejarlias has-
ta que las mapnchas scan completamente eluidas de las tiras.

Procedimiento: con un flucrdmetyo adecuado determinar
la mSxima intensidad de fluorescencia de la solucidn de la ~
muestra y de la preparacisn del esténdar, usando una longi--~
tud de onda de excitacifn de alrededor de 43¢ nm y una longi
tud de onda d¢ enisiSn de alrededor de 530 nm. La fluorescen
cia de la solucidn de la muestra no debe soy mas grande guo-

la de la preparacién del estindar {6% de cada uno como ribho-
flavina).

- Lumiflavina:

Preparar cloroforme lihre de etanol justo antes de usar,
como sigue: agitar 20 mi de cloroformo suavemente pero Com--
pletamante con 20 ml de agua durante tres minutods, soparar -
la capa de cloroformo ¥y lavar dos veces mis con porciones de
20 ml de agua destilada. Finalmente filtrar el ciloroformo a-
travts de un papel filtrc seco, agitar vigorosanente por cin
co minutos con 5 gr de sulfato de sodio anhidro en polvo, de
jar repesar la mezcla por dos horas y decantar o filtrar el-

-
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cloroferme limpio. Agitar 35 mg de riboflavina 5'-fosfato de
sodio con 10 ml de cloroformo libre de etanol por cinco minu
tos y filtrar. La absorbancia del filtragdo que se¢ obtiehe, -
se determina en celdas de 1 em a una longitud de onda de 440
nm, con un espectrofotSmetro adecuado, el cloroformo libre -
de alcohol se usa como blanco, no debe exceder de 0.025.

A 35 mg de riboflavina 5'-fosfato de sodio anadir 10 ml
de cloroforme libre de etancl, agitar por cince mihutos y -~
filtrar; el filtrade no debe ser mis intensamente coloreado-
que una solucifn preparada por dilucidn de 3 ml de 0.0167 M
de dicromato de potasio a 1000 ml con agua destilada.

~ Potencia reguerida: debe contener no menos que ¢l - =
equivalente al 73% y no mis que el equivalente al 79% de ri-
bloflavina °17“20"4°'

Calculado sobre la base seca.
~ valoracién:

Nota: hacer la valoracidn protegiendo todas las solucio
nes de la luz, usar en todos los pases material rojo.

a) Proparacidn del estdndar; transferir alrededor de 35
mg de estindar de referencia de riboflavina, pesada exacta=-=-
mente, a un matraz cSnico de 250 ml aladir 20 ml de piridina
¥ 75 ml de agua destilada, disolver la riboflavina con agita
cifn frecuente, transferir la solucién a un matraz volumétri
co de 1000 m}l, diluir con agua destijada a velumen y mezclar,
tranferir 10 m! de esta solucidn a un Segundo matraz volumé-
trico de 1000 ml, afadir suficiente fdcido sulflrico ¢.1 N -
{alrededor de 4 ml) para que el pH final de la solucidn sea-
entre 5.9 y 6.1, diluir con agua destilada y mezc¢lar. La go-
lucidn del estdndar contione alrededor de 0.35 myg de ribofla

-~
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vina por ml,

Preparacidn de la solucifin de la muestra: lr—ansfaxir al
rededor de 50 mg de riboflavina 5'-fosfato de wdHRio, exacta—
mente pesados a un matraz cfnico de 250 ml, afdl 3r 20 ml de—
piridina y 75 ml de agua destilada y disolver o n mitacisn-
frecuente, transferir la sclucitn a un matraz vlr umétrico de
1000 ml, diluir con agua destilada a volumen y te:=zclar, trans
farir 10 ml de esta soluciSn a un segundo matrai - volumé&trico
de 1000 ml, afadir suficiente Sfcido sulfdrico 01 . dpara lle
gar a wn pH de la solucidn entre 5.9 y 6.1, dilidz_r cen agua-
destilada a volumen y mezclar.

Procedimiento: con un fluorfmetro adecuado o determinar=
la mixima intensidad de fluorescencia, I.v¥ Iu,ﬂec la solu--
cidn estdndar y de la solucifin de la muestra repo ectivamente
alrededor de 530 nm as la longitud de onda que ¢ ush como -
excitante y la longitud de onda emitida os alrelcdor de 440~
nm. Calcular el contenido en mg de C17H20N406 ei L la porcifn-
de riboflavina 5'-fosfato de sodic, usandoe la flmrmula L D0 C
(quls) en la cual C es la concentracifn cn mg/fl del estén-
dar de referencia de riboflavina.

b} Hacer la valoracifdn protegiendo de la lu todag las~
soluciones. Disolver 0.1 gr en 150 ml de agua dut=ilada, ada
dir 2 ml de Scido acftico glacial y diluir a 1080 con agua -
destilada; a 10 ml afadir 3.5 ml d¢ acetato de wlEio 0.1 M,
diluir a 50 ml con agua destilada v medir la absr —bancia de-
la solucidn resultante al miximo alrededor de 44  nny calou-
lar el contenido de C17“20°6"4' tomando 323 comoe =1 Valorx de
A {1%, 1 <m) comp el méximo alrededor de 444 nm.

- Conservacidn y almacenaje: debe guardarsecz=p tecipien
tes herméticamente cerrados y protegida de la lu.
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Toxicologfa: la riboflavina es una sustancia inocuva y -
las dosis altas no producen ningtin trastorno.

Farmacodinamia: la riboflavina se absorbe bien tanto --
por via coral como parenteral, en la cirgculacién se encuentra
ligada a proteinas y una pequefia cantidad es almacenada en -~
los Grganos tales como higado y riiidn, el exceso de la canti
dad administrada de los regquerimientos del organismo es ex--

cretada en la orina y leche.

Usos: es cofactor enzimitico vitaminimo, muy active bio
légicamente, microbicldgicamente y enzimiticamente, componen
te de enzimas flavoprot&icas. S5u principal utilizacifn es en
el tratamiento de ariboflavinosis (deficiencia de riboflavi-
na), adem&s se utiliza junto c¢on las demds vitaminas del com
plejo B en el tratamiento de la pelagra, Beriveri y con cier
ta particnlaridad en manifestacicnes coculares por deficien--
cia del complejo B, como: conjuntivitis angular, estomatitis,
vascularizacidn corneal, queratitis epitelial entre otras.

Contraindicaciones: no existe ninguna contraindicacién
para la administracidén de riboflavina 5°'-fosfato de sedio.

Dosis y rango de dosis: 1.37 mg de riboflavina 5'-fosfa
to de s0dio equivale a2 1.0 mg de riboflavina.

- posis profilfetica: 1 a 4 mg diarios
- posis terapdéutica: 5 a 10 mg diarios

El rango de dosis es de 1 a 80 mg diarios.
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CAPITULO IIX

PARTE EXPERIMENTAL

El trabaje experimental consistid en el desarrollo y --
validacifn de una tfcnica de Cromatografia de Liguides de A}
ta Resolucifn para la determinacién de Clorhidrato de piridp
#ina, clorhidrato de tiamina, nicotinamida y riboflavina - =
5'~fogfato de sodio gue se encuentran en la formulacidn de -
un inyectable cuya presentacidn es un frasco vial.

El método desarrollade por CLAR s¢ basa ecn el fenfmeno-
de particicn de fase inversa o contraria, dentro de dste se-
utilizan dos mecanismos el de supresif6n de iSn que sc¢ consi-
gue ajustando el pH de la fase mBvil a 2.30 ¥y el de par ifni
co donde se utiliza como contra ién hexasulfonato de sodio y
heptansulfonato de sodio disueltos en la fase movil,

Con dicho método se realizd la cuantificacifn de las --
cuatro vitaminas comparando las &reas obtenidas en un inte--
grador entre las soluciones problema y las de referencia, --
adem&s de tener como estdndar interno a la dipirona sSdica.-
Se utiliza en la separacisn una columna empacada con silica-
gel recubierta de octadecilsilano.



Determinacién de clorhidrato de pirideoxina, clorhidrato
de tiamina, nicotinamida y riboflavina 5'~fosfato de sodio.

Aparatos y materiales

- Cromat8grafo de Liguidos de Alta Resclucidn, Du-Pont, -
equipado con un espectrofotSmetro ultravioleta de longi
tud de onda variable, compartimento de columna, mfdulo=-
de bombeo modelo 870 y recipientes para solventes.

- Integrador, Hewlett-Packard, modelo 331503

- Potenciémetro, Corning, modelo pHmeter 125,

- Balanza analftica, Mettler, modelo H35AR.

- Bano ultrasdnico, Melter Electronics Corp.

- Bomba de vacic, Gast MFG Corporation, modelo 0210.

- Parxrilla de agitacidn magnética, Thermolyne, Stir Plate
Type 1000.

- Campana de extraccidn, Veco.

- Embude de f£iltracifn, Millipore de 250 ml,
- Matraz Kitazato, Pyrex de 1000 ml.

- Jeringa, Becton-pDickinson de México de 5 ml.

- Jeringa, Insulin-Hypo, Italy de 1 ml.

- Mermbranas de filtracifn, Millipore, tipo HA de un tamafio
de poro de Q.45 M y de 47 ¥ 13 mm de didmetro.

- Swinny de acero inoxidable de 13 mm de didmetro, Millipore.

- Matraces volumétrices de 1000, 500, 500 y 250 ml. Pyrex

- Matraces volumétricos de bajo contenido Actinice de 250,
100, 550 y 25 ml, Pyrex.

- Vasos de precipitado de 2000, 250 y 50 ml, Pyrex.

- Pipetas volumétricas de 50, 20, 15, 10, 5, 3, 2, ¥y 1 ml
Pyrex.

- Pizetas

- Perillas de succidn.

- Agitador magndtico.

- Pipeta Pasteur.

-
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Reactivos:

- Agua destilada. UsP

- Metanol. GE.

- Acido Acético Glacial, RA.

- Acido Clorhfdrico concentrado. RA.

- l-n-hexansulfonato de sodio.
l-n~heptansulfonatoe de sodio,

Preparacitn de la Fase M&vil:
Para preparar 1000 ml de la fase méSvil:

« Madir con pipeta volumftrica 170 ml de metanol GE. y
transferirleos a un matraz volumftrico de 1000 ml, afadir agua
destilada y agitar, al mezclarse se produce un desprendimien
to de calor, calchtidndose la sclucitn, sc deja enfriar hasta
temperatura ambiente, llevar a volumen con agua destilada.

- Pesar exactamente alrededor de 816.0 mg de hexansulfo
nato de sodio y 196.,2 mg de heptansulfonato de psodio, para -
obtener una concentracidn de 0.004 M v 0.0009 M respectiva--
mente al transferirleos a un matraz volumétrico de 1000 ml, -
digolver con la mezcla de metanol: agua destilada 17:83 sin-
llevar a volumen, adicionar 10 ml! de fcide acético glacial -
medidos con pipeta velumétrica, llevar a volupmen con la mez—
cla de metanol: agua destilada 17:B3.

= Transferir la solucidn a un vaso de precipitado de ~-
2000 ml y determinar el pHd de dicha solucifn con un potencid
metro adecuado, previamente homogenizada la solucifn median-
te la agitacidn en una parrilla de agitacidn magnética, sin-
dejar de agitar la sclucidn y de determinar el pH se ajusta-
con #cido elorhfdrico concentrado el pH de la soluci6p a - -
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2.30 + 0.01.

= Filtrar la sclucifin a través de una membrana de fil--~
tracidn con un tamafo de poro de 0.45 M. Pasar la solucisn a
un recipiente de disolventes del cromatlgrafo y desgasificar
sometiéndolo a agitacidn ultrasfnica durante 15 minutos.

Preparacidn de la Solucifn del Estdndar Interno

Pesar exactamente alrededor de 120 mg de dipirona sb&di-
ca, transferirlos a un matraz volumé&trico de bajo contenido-
actinico de 100 ml, disolver y llevar a la marca con agua --
destilada, agitar vigorosamente para obtener upa sclucidn ho
mogénea.

Preparacifin del Estd&ndar de Referencia

- Solucién patrén:
Pesar exactamente y transforir a diferentes matraces de
bajo contenido actfnico de 25 ml de capacidad:
- 110.0 mg de cleorhidrato de piridoxina. Esténdar de re
ferencia.
- 80.0 mg de clorhidrato de tiamina. Estdndar de refe--
rencia.
- 550.0 mg de nicotinamida. Estandar de referencia.
- 113.1 mg de riboflavipa 5'-fosfato de sodio. Estindar
de referencia.

Disolver y llevar a volumen con agua destilada, agitar-
fuertemente.

A un matraz volumétrico de bajo contenido actiniceo de -
100 m}l de capagidad, afadir cuantitativamente:

- 1.0 ml de cada sclucibn patrdn de las vitaminas.

- 10.0 ml de la solucién del estdndar interno. .
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~ 17.0 ml de metanol GE.

Diluir y llevar a volumen con agua destilada, agitar -~
vigorosamante.

Preparacitn de la Muestra

Tomar con una pipeta volumétrica 1.0 ml de la solucidén
inyectable y transferirle a un matraz volumétrico de bajo ~-
contenido actinico de 100 ml, al gue se afaden cuantitativa-
mente 10.0 ml de la solucién de)l estindar interno ¥y 17.0 ml.
de metanol GE., llevar a veolumen con agua destilada y agitar
vigorosamente.

Procedimiento

Inyectar en el Cromatdégrafo de Liquidos de Alta Resolu-
cibn 50 ml tanto de la solucidn del esténdar de referencia -
como de la muestra, bajo las siguientes condiciones de:

- Fase m@&vil: Metanol: Agua destilada, 17:83
1.0% de &cido ac&tico
pH = 2.30 + 0.01 ajustado con dcido clorhi-
drico concentradc.
0.004 M de hexansulfonato Qe scdie,
0.000% M de heptansulfonato de sodio.
- Operaci@in: Velocidad de flujo = 1.3 ml/min.
Presitn 100 BARS.
Temperatura ambiente.
- Detector: Longitud de onda 280 nm.
Sensibilidad 0.02 UAET (unidades de absorban
cia en escala total).
- Integrador: Atenuacifn: 4 al inicio
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3 después de gue eluye la riboflavina
5'-fosfato de sodio, aproximadamente a
los 11 minutos.

Velocidad de la carta 0.5 cm/min.
Amplitud del pice 0.16

Umbral de integracidn 4.

Area de rechazo 0 (cero)

Cero 0, 0.2-0.8,

Célculos

los cdlculos para cada una de las vitaminas se realizan
por separado, la forma general de realizarlos es:

Calcular el irea relativa de los picos de l1la siguiente-
manera:

Area relativa el pico de la vitamina en la solucidn --
del estindar de referencia (ArEr).

ArEr = BJC
donda:

B a5 el drea del pico de la vitamina en 1a solucién del
estindar de referencia.

€ es el 4rea del pico del estindar interno (dipirona sé
dica) en la solucidén del estindar de referencia.

Area relativa del pice de la vitamina en la solucidn —-
muestra (ArM).

ATM = D/E
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donde:

D es el drea del pico de la vitamina en la solucién - ~
muestra.

" E es el &rea del pico del estZndar internc (dipirona s6
dica) en la solucifn muestra.

Calcular la cantidad de la vitamina en cada mililitro -
de la muestra usando la Biguiente f&rmula:

ArM xPRxFDxP

mg de vitamina/ml =
ArEr 1.0 ml.

donde:

ArM: es el Jrea relativa del pico de la vitamina en la-
solucidn muestra.

ArEr es el drea relativa del pico de la wvitamina en la-
solucitn del estindar de referencia.

PR es la cantidad en miligrames de la vitamina en la so
lucisn del estindar de referencia,

FD es el factor de dilucidn.

P es la potencia de la vitamina utilizada en la prepara
cidn de la solucisn del estdndar de referencia.
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Especificidad

Con el cbjeto de demostrar gue la resputit=a de <ada vi-
tamina se debe Gnica y exclusivamente a la vilammina en cues-
tidn, esto es gque no existen interferencias & = disolventes,
estindar interno, sustancias presentes en lalocormilacién, ni
de otras vitaminas.

Se inyectaron diferentes soluciones prepr-—adas e mane-
ra similar gue las muestras, las Bcluciones iywyectadas fue--
ron de las siguientes sustancias:

- Blanco, Gnicamente metanol: agua destilahh a 1:83
- Estindar interno. (dipirona sddical

- Placebo de cada una de las vitaminas detun—minadas
- Cada wvitamina por separado

- Estfndar de referencia

- Muestra

Se chtuvieron cromatogramas en los cualels se tbservs —-
gue la respuesta a cada vitamina corresponde ¥Islo a ella, no
existiendo ninguna interferencia, de otras suis anclas con —-
lag vitaminas a determinar.

Se observé gue la riboflavina 5'~fosfatode ¢ sedio mues-
tra tres picos, correspondiendo los menores apm rodictos se~--
cundarios de la sfintesis, s6lo el pico mayor que e o5 prropla-—-
mente la riboflavina S5*'-fosfato de sodio se dues-ermina.

Las dem&s vitaminas presentan como seinial unrn s0lo pico.
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CLORHIDRATO DE PIRIDOXINA

LINEARIDAD

Con el fin de determinar si la sehal emitida por el de-
tector, y registrada y cuantificada por el integrador es pro
porcional a cambios en la concentracidn de elorhidrato de pi
ridoxina en un amplio range de concentracifn, se determina~-
ron diferentes cantidades conocidas adicionadas al placebo.
Los resultados se muestran a continuacidn en la tabla No. 1-
y la grifiea No. 1.

Mg adicionados Mg recupcrados
1.736 1.718
2.598 2.55%4
3.472 3.432
4,341 4.272
5.196 5.056

Tabla Ho. 1

Linearidad del método para la determinaci6n de clorhi--
drato de piridoxina por CLAR.



mg. adiciopados

'CLORHIDAATO DE PIRIDOXINA

T = 0.9999

m= 1,0367
b = 0.0709
20 3lo 1.0 5'o 6.0

mg. recuperades

GRAFICA No. 1
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CLORHIDRATO DE PIRIDOXINA

ANALISIS ESTADISTICO DEL METODG

Con objeto de conccer la precisién y exactitud del m&to
do para la determinacidn de clorhidrato de piridoxina se eva
lus estadisticamente.

Se presenta los resultados obtenidog al hacer recobros-
de cantidades adicionadas ceonocidas de clorhidrato de piridp
xina a su placebo gue corresponden a un B0, 100 y 120% de la
cantidad etiguetada como 100%.

Mg. adicionados mg. recuperados % recuperado
3.476 3.433 98,76
3.476 3.425 98.53
3.476 3.418 98.33
3.476 3,278 94.30
3.476 3.342 . 96.14
4.330 4.217 97.39
4.330 4,300 S 59.31
4.330 4,336 100.14
4.330 4.151 - . 95.87
4.330° . 4,338 : 100.14
5.213 4,846 ' 92.96
5.213 5.066 97.18
5.213 4,943 94.82
5.213 5.052 96.91
5.213 4.893 93.86
X = 96.77% Error (Es) = 0.588
S = 2,278 CV & = 2.349

Intervale de confianza 95% = 1.26
Limites de confianza %5% = 96.97 + 1.26 (9B.24 a 95.72).




CLORHIDRATO DE TIAMIDA

LINEARIDAD

98

Con el fin de determinar si la sefial emitida por el de-
tector, registrada y cuantificada por el integrador es pro--
porcional a cambios en la concentracidn de clorhidrato de --
tiamina en un amplic rango de concentracifn, se determinaron

diferentes cantidades conocidas adicionadas al placebe.
resultadas se muestran a continuacidén en la tabla No.

grifica No. 2.

Mg. adicionados

1.391
2,081
2.782
3.468
4.161

Tabla MNo. 3

recuperados

1.405
2.050
2.729
3,409
4.119

Los
y -

Lincaridad del método para la determinacidén de clorhi-—-

drato de tiamina per CLAR.
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CLORHIDRATO DE TIAMINA

5.0
s
4,0 b h
.
4Ir.'
ra
rd
3.0 | p
7/
¥ = 0.9999
2.0
m = 1.0264
///x b = 0.0486
1.0 |
1 i 1 -1 -]
1.0 2.0 3.0 4.0 5.0

mg. recuperades

GRAFICA No., 2



100

CLORHIDRATO DE TIAMINA
ANALISIS ESTADISTICO DEL METODO

Con objetoc de conocer la precisifn y exactitud del méto
do para la determinacidn de clorhidrateo de tiamina se evalud
estadisticamente,

Se presentan los resultados obtenidos al hacer recobros
de cantidades adicionadas conocidas de clorhidrate de tiami-
na a su placebo gue corresponden a un 80, 100 y 120% de la -
cantidad etiquetada cemo 100%.

mg. adicicnados mg., recuperados % recuperado

1,791 2.786 99.82
2.751 2.843 101.86
2.791 2.717 87,35
2,791 2.679 95.99
2.791 2,725 97.64
3.465 3.461 99,88
3.465 3.555 1c2.60
3.465 31.581 ' 103.35
3.465 3.378 97.49
3.465 3.540 102.17
4.1B6 4,141 o98.92
4.186 4.278 102.20
4.186 4.153 100.17
4.186 4.218 100.76
4.186 4.076 97.37
X = 99.84 Error (Es) = 0,595

S = 2,303 cv L o= 2,307

Intervalo de Confianza 95t = 1.256
Limites de Confianza 95% = 99.84 + 1,256 (101.096 =&
. 98.584}) .
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NICOTINAMIDA

LINEARIDAD

Con el fin de determinar si la seiial emitida por el de-
tector y registrada y cuantificada por el integrador es pro-
porcional a cambios en la concentracidn de nicotinamida en -
un amplio rango de concentracidn, se determinaron diferentes:
cantidades conocidas adicionadas al placebo, Los resultados
se muestran a continuacién en la tabla No. 5 y arffica No. 3.

ng ajdicionados m™g. recuperados
8.665 B.98%
12,9391 13.196
17.330 17.172
21.652 21.318
25.583 25.025

Tabla Mo. 5.

Linearidad del mé&todo para la determinacifn de nicotina
mida por CLAR.
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NICOTINAMIDA
ANALISIS ESTADISTICO DEL METODO

Con objeto de conocer la precisidn y tuesictitud del métp
do para la determinacién de nicotinamida mwvwvalus estadfsti
camente.

Se presentan los resultados obtenidosi|. hicex recobros
de cantidades adicionadas conocidas de nicitinnonanida a su pla
cebo gue corresponden a un 80, 100 y 120% di Ll lacantidad eti
gquetada como 1900\,

mg. adicionados mg. recuperados V8V recuperado
17.334 17.226 99, 18
17.334 17.488 100, 89
17.334 17.356 100. 12
17.334 17.053 98. 38
17.334 ’ 17.272 99, &4
21.664 20,934 9&6. 63
21.664 | 21.409 99, 82
21.664 21,202 97, 87
21.664 20.%03 165, 49
21.664 21,661 939, 76
26.001 . 24.315 93. 52
26.001 24.869 95. 65
26.001 24.625 94,71
26.001 24.939 95, 92
25.001 24.211 93,12
X = 97.39 Error (Es) = 0.
s 2,459 cve = 2.5%
Intervale de Confianza 95% = 1.361
Limites de anf’ianza 95% = 97.39 + 1.0+ (88,751 a

i6.029).
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RIBOFLAVINA 5*~FOSFATC DE SODI0
LINEARIDAD

Con el fin de determinar si la senial emitida por el de-
tector, registrada y cuantificada por el integrador es pro--
porcional a cambios en la concentracidn de riboflavina 5'- -
fosfato de sodio en un amplio range de concentracidn, se de-
terminaron diferentes cantidades conocidas adicionadas al --
placebo. Los resultados se muestran a continuacién en la ta-
hia Wo. 7 y grifica No. 4.

mg. adicionados mg. recuperados
1.264 1,222
1.886 1.882
2.527 2.494
3.147 3.095
3.772 3.767

Tabla No. 7

Linearidad del m&todo para la determinacién de ribotla-
vina 5'-fosfato de sodio por CLAR.
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RIBOFLAVINA 5'- FOSFATO DE SODIO

ANALISIS ESTADISTICO DEL HETODO

do

de
to
de

Myg.

Con objeto de conocer la precisidn y exactitud del méto
para la determinacifn de riboflavina 5'-fosfato de sodio-
evalud estadisticamente,

Se prasentan loa resultados obtenidos al hacer recobros
cantidades adicionadas conocidas de riboflavina 5'-fosfa-
de sodio a su placebo que corresponden a un 80, 100 y 120%
la cantidad etiquetada como 100%.

adicionados mg. recuperados . % recuperado
2.521 2.434 96.55
2.521 2,491 98.81
2,921 2.453 97.30
2,521 2,38} 94,45
2.521 2,536 " 56,63
3.147 3.037 96.51
3.147 3,110 98.82
3.147 3,011 98,86
3.147 3.062 97,30
3.147 3,130 39.46
3,782 3.665 96.91
3.782 3.794 " 100.32
3.782 3.723 98.44
3.782 3.783 100.03
3.782° 31.693 97.65
x = 97.87 Error (Es) = 0.407

5 = 1.575 CcVs = 1.609

Intervalo de Confianza 95% = 0.872
Limites de Confianza 95% = 97.87 + 0.872 (98.742 a
- 96.998).

“
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CAPITULO IV

BESULTADOS

El método desarrollado por Cromatograffa de Liguidos de
Alta Resolucifn para la determinacifn cuantitativa y simaltd
nea de clorhidrato de piridoxina, clorhidrato de tiamina, ni
cotinamida y riboflavina 5'-fosfato de sodio en una formula-
cisn parenteral, se validé y se determind su precisisn, exac

titud y linearidad para cada vitamina empleandc las siguien-
tes fSrmulas:

Media R =L x/n.
Desviacifn Estindar 5= (xi—xiz
-1
5
Error Esti&ndar E, = =
N

Porcentaje del Coeficiente
de Variacidn CVe =

¥ty

®x 100

Intervalo de Confianza
para el 95% de probabi
lidad.

Limites de Confianza -
para el 95% de prcbabi

lidad. Lc = x 2 IC
Coeficiente de Correla- r = HEXYy - T x Y
cidn -
\/{Nz:x" - (o) 21 Rey®- 2y) )
Pendiente o= I vaz- (£ x) 5y}

nE =% - (Zx}

Ecuacifin de la lfnea recta y = mx = &
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Los resultados se muestran a continuacisn en la tabla No. 9

ParSmetro Clorhidrato Clorhidrato Nicotinamida niboflhvinQJ"'
Estadisti  de Pirido- da Tiamina

- 5'~fosfato -’
co -  xina .,de sodio B
N 15 .15 -
by © 96,88 | - 99.84
s 2,278 . .2.303 .
B - D.58B8 - - - O, 595’
¢ . 1.260 CL.256°
953 SRR B RO
LCgg, 98.240 a  101. 096 a_ﬁ]”j;'; 18" 974z A
95,7200 °  98.584 ' - 196,029 ' '96.998
cva 2.349 2.307 2.524 1,609
r 0.9959 0.9999 " p.o8sg -0.9958
n 1.0367 1.0264 1.0787 0.9855
b -0.0709 -0.0486 -1.1312 0.0385
Tabla Ho. 9

Resultados de Validacitn Estadistica.

En las siguientes pi3ginas se muestran los cromatogramas
de las muestras con un 40, 60, 80, 100 y 120% de la cantidad
etiquetada de cada vitamina y el de un estindar de referencia.



CROMATOGRAMAS

i.— —ESTANbAR'

_i.- 40% PE LA FORMULACION
3.-. GO‘ DE LA FORMULACION
4.- Bd\ DE LA FORMULACION
5.; 100&% DE LA FORMULACION

6.- 120% DE LA FORMULACION



CROMATOGRAMA No. 1

ESTANDAR

CROMATOGRAMA No, 2

1.
F

40% de la.formulacitn 5.

1

Nicotinamida
Clorhidrato de Piridoxina

Riboflavina-5-fosfato de
sodic,
Clorhidrato de Tiamina

Estdndar Interno {(dipirona
s6dica)

5

Nicotinamida

Clerhidrate de Piridexina
Rihoflavina~-5-fosfato de sodio
Clorhidrato de tiamina
Estandar interno (dipireona-
sOdical.



CROMATOGRAMA Wo. 3

1. Nicotinamida

2.~ Clorhidrato de Piridoxina §
3.~ Ribeoflavina~5-fosfato de acdi

. 4.~ Clorhidrato de Tiamina
S.~ Estandar Interno {dipirona-
sSdica)

€0% de ia formulacién

CROMATOGRAMA Ho. 4
1.~ Wicotinamida
B0% de la formulacidn 2.=- Clorhidrato de Piridoxina
1 3.~ Riboflavina-3-fosfate de sodi
&
5

- Clorhidrato de Tiamina
- Estandar Interng {(dipircna-

sédical.
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CROMATOCRAMA No, 5
1.~ Nicotinamida
- 2.~ Clorhidrato.de Piridoxins
100% de la Formulacidn 3.~ Riboflavina-5~fosfato de sodi
4.~ Clorhidrato de Tiamina
5.~ Estandar interno -{dipirona-

1 -
sédical.

/1%“~ | | |
,‘”“f“h L J/\\Jﬁ_4/\\d_fd//\\\hL__{/n\\wJ

CROMATOGRAMA Mo. &

1204 a,8e la Sormulacion
1.~ Nicotinamida“

1
2.~ Cilorhidrato de Piridoxina
3.~ Riboflavina~5-~foafato de sodi

4.- Clerhidrate de Tiamina
5.~ Estandar interno {(dipirona-

’ sadical.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES -

S8e logré el desarrcollo de un métoda analfitice por Cro-
matograffa de Liquidos de Alta Resolueidn para determi
nar cuantitativamente en una solucibn inyectable las -~
cuatro vitaminas del Ccmpiejn B, presentes en la formu
lacién, Clorhidrnto de Piridoxina, Cleorhidrate de Tia~
mina, Nicotinamida y Riboflavina-5-fosfato de sodio.

El m€todo desarrcllado es especificeo no existiendo in-
terferencia para la cuantificacién, sin embargo no es-
especifico para estudips de gstabilidad.

Se logrd la separacibn de Riboflavina 5'-fosfate de so
dip de las ptras vitaminas, no se encontré bibljiogra-
£fa gue reportara esta separacifn y cuantificacifin sé-~
lo se encontrareon reportes de no poderse realizar. Se-
logrd madiante una combinacidn de contra iones de Hep-
tansulfonato de sodio y Hexanfulfonato de godio, ade-~-
mids de un ajuste fino da pH,

En todos los cascs, la linearidad del método es muy ~-

buena, ho sdlo comparada el coeficlente de correlacisn
sino tambidn viendo las grdficas obtenidas.

La exactitud del m&todo es buena, teniendo rabgos en -
los limites de confianza de 2 a 3t.

La precisidn gel método no es muy buens, pero pueda --
considerarse aseptable, ya que se considera gue una -
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desviacisn estindar menor de 2.0 es muy buena. Se obtu-
vieron en 3 cascs deaviaciones estfndar entre 2.3 y 2.5
las cuales pueden considerarse aceptables,

El m&étodo gqueds listo para su utilizacién, obteni&ndose
un considerable ahorro en tiempo de anfdlisis.
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