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CHPJTULO I 

INTROCUCCJON 

Las determinaciones anal!ticas de productos farmacéuti­

cos, resultan muchas veces compleas y tard~as, por las difi-­

cultades que representan las interacciones de los principios 

activos con las susta11cias presentes en la formulaci6n. El -

problema es mayor cuando son varios los principios activos y 

existe similitud entre ellos. 

El poder contar con métodos de an~li~is rdpidos, preci­

sos y confiables es preocupación constante. Además si se ob­

tiene una determinaci6n simultánea de los activos prescntes­

en una mezcla, proporciona grandes ahorros ccon6micos y de -

tiempo. 

En la actualidad gracias a la gran instrumcntaci6n de -

las t6cnicas de ncparaci6n como la crom,1t.ógrafía du gases y­

la de líquidos de alta rcsoluci6n ~si como el pcr{ecciona--­

rniento de rn6todot. do J.ctccción y cuantificuci6n, t~s posiblc­

la realización en corto tiempo, con csc;i:;o g.:into de rcacti-­

vos y disolventes, en forma efectiva y confi<lb]c ele los aná­

lisia de principios activos en prcscntacionos f,,rmacl!uticau­

de todo tipo. 

En la actunlidad existe la conc:icnci.1 de comprobar auc­

los resultados obtenidos del nn6lisis que s~ rc~lice corres­

pondan rcnlrocnte a lo cxist:t"!nte en l;i muci;lr .. .inali~;.1da, o -

sea que se deben validar los m~todos desarroll;iclos. 

En el trabajo que se presenta, los objet.ivos fueron dCSi!_ 

rrollar )' validar un m~todo pnril ln determinación cuantitat! 

va de Clorhidrato do PiridoY.ina, Clorhidrat.o de Tiaminil, Ni-
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cotinamida y Riboflavina S' Fosfato de Sodio, presentes en -

un inyectable por Cromatografía de Líquidos de Alta Resolu-­

ci6n, de tal forma que fuese confiable, esto es preciso, - -

exacto y reproducible, Además de poder realizarse on corto -

tiempo. 
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CAPITULO II 

"""'GENERALIDADES 

AJ VITAMINAS 

Las vitaminu : son compuestos or'J.'Snicos, que requieren -

los animales y el lt hombre para su crecimiento adecuado y el 

mantenimiento de la a Vida. 

El proceso anesab6lico de l.os animales no es capaz de sin 

tetizar dichos cotr-:iuestos. 

Las vitamina. no son fucntea de cnerg!a, ni son utiliz!._ 

das como componente ~s de estructuras por los organismos, sin­

embargo son esencla.~lcs en. la t:ransformaci6n de energ!<i y la­
regulaci6n de las f17~unciones metab6licas de las unidades es-­

tructurales, por lo que! son nccesa~ias en el mantenimiento -

de la salud, siendo efcct ivas en pequeñas cantidades, por lo 

que adem<is dC! carl.-Ot-;-!hidr¡¡toa, l~piclos, proteínas, 5alcs mine­

rales y aguil, san n~ccsarias pequeñas c.:intidadcs de vitami-­

n."ls en la dicta del hombre y d~ los animales. 

Las vitaminas o o sus prt>cursorcs se encuentran en las -­

plantas en las cu~lr ~s tambjl'ín tienen funcionf'<. metab6licas,­

sjendo 6stas las fuc:,,,ntcs de vituminu:; par.:i el reino animal. 

Las vitaminas fo orr.iiln ~l grupo prost6tico -.. coenzirn.:i de­

divc-rso::; sistema::> ~n;::. zjr.i<'iti.cos que intervienen <1ctivamcntc en 

los metabolismos do oearbohidriltos, lípidot: y prote!nan, las­

que a su vuz son int~rdepcnclicnt.cs por lo quo al cxintir la­

dcficicncia de s6lo i.:-ina de las vitamin<.i::; produce un rompi--­

miento en el equilJLr-=io metah6li.co del organinrno, originánd2 
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se as! graves trastornos en el funcionamiento del mismo. 

A la vez algunos compuestos con actividad vitamínima e~ 

mo mctabolitos activos de vitamina D tienen actividad hormo­

nal. 

Todas las vitaminas son diferentes entre st, tanto en -

su composici6n química como en su funci6n, es por esto que -

la deficiencia de cada vitamina produce la .:i.parici6n de un -

síndrome espcctfico, el cual se puede curar y prevenir con -

la administraci6n de la vitamina auc lo est6 causando. 

Como se mencion6, la interrelación hace que generalmen­

te la deficiencia no s6lo sea de una vitamina, sino oue cs-­

t~n involucradas varias. 

En nuestro medio se encuentran con relativa frccucncia­

carcncias leves, difíciles de reconocer y que ceden r5pida-­

mente con la administraci6n de las vitaminas. 

Sin embargo (el abuso es un grave problema) se abusa de 

las vitaminas, ya que se quiere que 6stas sean la panacea de 

cualquier proceso de etiolog!a indeterminada. Tambi6n se han 

usado grandes dosis de vitaminas con el prop6sito de tratar­

una amplia variedad de desórdenes como artritis, asma, ncfr! 

tis, fiebre rcum~tica, esquizofrenia, dcs6rdcncs vasculares, 

etcétera, pero no existe evidencia clara de su valor. 

Las causas de avitaminosis son; 

Carencia primaria: debido a un aporte insuficiente, que 

puede ser por falta de alimentaci6n o por una alimenta­

ci6n m<:1l balanceada, 
Carencia condicional: se observa en pacientes sometidos 

a una alimcntaci6n normal pero que por trastornos de a~ 

sorci6n a bien, por aumento de los requerimientos nccc-
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sitan mayor cantidad de vitaminas, como r.n p~ríodos de­

crecimiento, en el embarazo y la lactancia, hipertiroi­
dismo, fiebre, etc. 

Antiguamente por desconocerse la composici6n qutmica de 

las vitaminas se les designd con letras, .. al aislarse y cono­

cerse su estructura se les dio nombres qu!m.icos y genáricos. 

una forma Ce clasificarlas bas~ndose dniCamente en el -

tipo de disolvente con el que son extratdas o en el que son­
solubles es: 

Vitaminas liposolubles: comprende las vitaminas A, o, E 

y K. 

Vitaminas hidrosolubles: comprende las vitaminas del -

complejo B y dcido ascdrbico o vitamina c. 

Actualmente todas las vitaminas son sintetizadas qutmi­

ca o microbiol6gicamente, siendo, la fuente comercial para -

preparaciones farmacéuticas, suplementos diet~ticos y alimen 

tos fortificados. 

Vitaminas del Complejo B 

Las hidrosolublcs B de 1-'cCollum, o las viti'.lminas antib!:_ 

riberi de Funk, han sido scp;:iradas en cuando menos once --­

distintas entidades au1micas. se ha cscl~rccido que ocho dc­

éstas son rer:;iucridas en la nutrición hur1.:ina, las cualet; son: 

Tia.mina, Riboflavina, Niacina, Folacina, Piridoxin,-i, lliotin.::i., 

Acido Pantoténico y Cianocobala:nina. Sobre el l\cido p-amino­

benz6ico, Colina e Inositol no existe evidencia de que sean­

rcqucridos en la dicta. 



6 

No existe fuente natural que contenga el grupo de vita­

minas B completo, por lo que son necesarias varias fuentes -
para complementar el suministro. 

Fuentes no naturales pueden contener todas las vitami-­
nas Hidrosolubles y en las propo=ciones requeridas en la nu­
trici6n, sin embargo, el valor de la fuente no natural depe~ 
dcr~ de las necesidades del individuo al comenzar la admini~ 
traci6n. Una de estas fuentes no naturales son las presenta­
ciones farmacéuticas, las cuales pueden usarse profil~ctica­
y terapéuticamente. 
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CLORHIDRATO DE PIRIOOXINA 

El tt!rmino de Piridoxina no.corresponde a una sola sus­

tancia, sino que es el nombre colectivo de un grupo de piri­

dinas que se encuentran presentes en la naturaleza y que tan 

to metabólica como funcionalmente cstSn intcrrclacionadas,-­

qutmicamcnte varían por el tipo de grupo en la posici6n cua­

tro, dichos compuestos son: Piridoxina con un grupo alcohol­

primario, la cual se utiliza como clorhidrato; Piridoxal con 

un grupo aldch.!do y Piridoxamina con un grupo .imina pri1nario. 

La Piridoxina fue aislada por varias grupos de investi­

gadores en 1938 que son: Kircztcsy e stcncns; Gy6rqy: Kuhn,­

Wendt. La estructura fue definida un año dcspu~s par dos in­
vestigadores por separado E.T. Stillcr y K, f:uhn. L<t a.fnt.c-­

sis fue por primera vez hecha por Uarris, Folkers en 1939, -

posteriormente ha sido sintetizada de diferentes formas y -­

por varias person,i.s. Una de las formas <.>s por un.:t dcshidrat~ 

ci6n al ciclizarse ctilglicinato, ctilphiruvato y J,4-dicto­

xi-2-butanona, seguida de una uaponificaci6n y dcc,1rboxila-­

ci6n en posici6n dos y el rompimiento de tres grupos cloxi -
mediante .oícido iodih!drico u otros reactivos <lpropiados. La­

reacci6n de la Piridoxina base con ftcido clorhídrico produce 

el clorhidrato de Piridoxina. 

La Piricioxina en sus tren formas cstti ampli.Jrncntc dis-­
tribuida en las fuentes alimenticias, cncontr~ndose en canti 

d.i.des relevantes en la lcvactur,1 e h!gado, carne, vegetales -

verdes y cereales; la nuez, huevos y leche son tambilln bue-­

nas fuentes. 

Es una de las vitaminas rnSs estables, la forma que tie­

ne el grupp illcohol soporta el calentamiento en soluciones -

ncidas o alcalin<ts, as! como las condiciones de los procesos 
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de preparación de alimentos o presentaciones farmac6uticas. 

En el organismo los tres compuestos pueden ser intercon 

vertidos, se considera que la forma que act6a es el Pirido-­

xal en forma de fosfato de Piridoxal denominado tambi~n co-­

transaminasa o codecarboxilasa el cual tiene funciones en -­

loa metabolismos de carbohidratos, l!pidos y prote1nas, aun­

que su principal funci~n est6 muy relacionada con el metabo­
lismo de aminoScidos y proteínas. Forma parte de la configu­

ración molecular de muchas enzimas como una ce-enzima entrc­

las que destacan las glicogenofosforilasas, transaminasas, -

decarboxilasas, deaminasas, las cuales son esenciales en cl­

anabolisrno y catabolismo de proteínas. 

La iEoniazida usada en el tratamiento de tuberculosis -

es similar qufmicamcntc a la Piridoxina y acta.a come. antago­

nista de 6sta, por lo que se deben tomar precauciones al uti 

lizar la isoniazida. 

Debido a la amplia distribuci6n de la Piridoxina se -­

han observado pocos s1ntomas de la deficiencia, existiendo -
la duda de si es esencial en la nutrici6n humana, aunque es­

t~ bien establecido que es esencial en el crecimiento de los 

infantes. Algunas manifestaciones de su deficiencia son pro­

bablemente un s1ndrome caracterizado por edema y p6rdida de­
cabello, degeneraci6n de nervios que produce cambios de con­

ducta: en niños reacciones convulsivas. Lesiones en piel y -

boca parecidas a las producidas por deficiencia de Riboflavi 

na y Nicotinamida se han observado en adultos privados de Pi 
ridoxina; una neuritis pcrif~rica tambi6n puede ocurrir y la 

neuritis asociada con la terapia de isoniazida puede deberse 

a deficiencia de piridoxina por el antagonismo ya indicado. 

La Piridoxina es bien absorbida por todas las vias, no­

sc encuentra unida a p~ote1nas, pero el fosfato de Piridoxal 
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si se une completamente a éstas. se excreta por la orina co­

mo 4cido .4-pirid6xico. 

Para adultos, los requerimientos de Piridoxina son alr~ 

dedor de 2 mg. al d!a. Oichn 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 mg. diarios. 

La Piridoxina carece de efectos tóxicos. Un efecto que­

na puede considerarse t6xico pero se debe tener on cuenta, -

es que reduce la acci6n de la levodopa. 
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CLORHIDRATO DE TIAMINA 

La Tiamina es una molécula compleja, siendo un cati6n -

el llamado propiamente Tiamina, el ani6n es generalmente ~n­
cloro aunque puede variar sin que signifiquen cambios sustan 
ciales en las propiedades de la molécula. El cati6n consiste 

en un anillo de Pirimidina sustituido y unido por un puente­
de metileno al nitrógeno de un tiazol sustituido. El Clorhi­

drato de Cloruro de Tiamina es la sal de amonio formada per­
la reacci6n del Cloruro de Tiamina con ~cido clorh!drico. 

La Tiamina fue el pr .er compuesto purificado del grupo 

de vitaminas B, lograndos1 a partir de la cascarilla de arroz 
por Jansen y Donath en )9¿6; la estructura se determin6 en -
1936 por Williams a la vez que Grc~r., dcspu~s que había sido 

sintetizada en 1935 por el mismo Williarns. 

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 fo~ 
ma especial. 

No se puede considerar ningan alimento como fuente pr1~ 
cipal de Tiamina, se puede mencionar a los cereales, Ieche,­
leguznbres, nueces, huevos, carne de puerco, hígado como alg~ 
nos de los alimentos que proporcionan a la Tiamina en la di~ 

ta. 

Es sintetizada por bacterias intestinales pero se dese~ 

nace si es absorbida. 

La Tiamina en forma seca y en soluciones ~cidas es muy­
cstable, aan a las temperaturas de cocci6n de loG alimentos, 
sin embargo, en soluciones neutras o alcalinas os inestable-
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siendo oxidada a tiocromo sustancia que posee gran fluores-­

cencia pero carece de la actividad biológica de la Tiamina.­

La Tiamina es incompatible con sustancias oxidantes y reduc­

toras como cloruro mcrcdrico, carbonatos, acetatos, sulfato­

férrico, ácido tá11ico, ioduros, citrnto de amonio férrico, -

iodo, produciendo precipitados caf~s. La dest~ucci6n del - -

Clorhidrato de Tiamina en soluci6n es acelerada con iones de 

cobre. 

La Tiamina y Riboflavina en soluci6n acuosa son incompat! 

bles ocurriendo precipitaciones de tiocromo o cloroflavina,­

dicha incompatibilidad se evita con la adici6n de 'cido as-­

c6rbico. 

La Tiamina está fundamentalmente asociada con el mctab2_ 
lismo de carbohidratos. se combina con ácido pirofosf6rico -

en c6lulas nucleadas especialmente ~n el h!gado, coraz6n y -

gl6bulos blancos formando el pirofosfato de Tiamina o cocar­

boxilasa, el cual actOa como una ce-enzima en reacciones co­

mo la decarboxilaci6n ded..-ceto glutarato, por lo que al - -

existir deficiencia de Tiamina el acido pirGvico y el lácti­

co se acumulan en los tejidos. El pirofosfato de Tiamina s6-

lo actaa como ca-enzima en la oxidaci6n directa de la gluco­

sa. 

La polineuritis {disfunci6n del sistema nervioso) o Be­

riberi es una clara enfermedad asociada principalmente con -

la deficiencia de Tiamina, aunque tambi6n con otros compone~ 

tes del complejo D. La neuritis perif6rica es unn condici6n­

patol6gica de los nervios de las cxtrcmidad~s, los s!ntomas­

incluyen pérdida de la sensibilidad, disminuci6n en las fuer. 

zas y parálisis, adcmfis va asociada con edema y variacioncs­

clectrocardiográficas. Otros síntomas que se han observado -

en deficiencias de Ti amina son: fatiga, anorexia, disturbios 

gastrointestinales, taquicardia. 



12 

Las causas de la deficiencia de Tiamina pueden ser: por 

una dicta inadecuada: por problemas en la ingestión, absor-­

ci6n o utilización; o por incrementos en su destrucción o e~ 

creci6n. Estas causas se pueden presentar en personas con: -

enfermedades gastrointestinales, quemaduras graves, diabetes 

disfunciones hepáticas o card!acas, hipertiroidismo, cnfcrm~ 

dadcs mentales, alcoholismo, adicción a drogas, o que han r~ 

cibido antibióticos o sulfonamidas por períodos de tiempo -­

prolongados. 

La Tiamina se absorbe fácil y completamente por vra in­

tramuscular o subcutfinea, la absorción en el intestino es 11 

mitada ya que oe pierde de un 20 a un 25 por ciento en las -

heces. Una vez absorbida pasa principalmente a htgado, riñ6~ 

cerebro y coraz6n donde se transforma en el pirofosfato de -

Tiamina, la capacidad de almacenamiento es reducida, la pe-­
queña cantidad que se almacena es en forma de pirofo~fato de 

Tiamina libre o combinado con manganeso y protcinas especifi 

cas formando las carboxilasas. 

Las cantidades en exceso de los requerimientos del org~ 

nismo son excretadas principalmente en la orina y algo en el 

sudor y la leche; la Tiamina se excreta sin cambios o metab2 

lizada, El medir la excreci6n de Tiamina dcspu~s de adminis­

trada en pequeñas dosis es una forma de determinar si existe 

deficiencia. 

Los requerimientos de Tiamina cst~n directamente rcla-­

cionados con la cantidad de ca1bchidratos ini;eridos i' el gri!. 

do de metabolismo. Una dosis diaria de 200 ug/1000 Real es -

normalmente la adecuada para satisfacer los requerimientos -

mínimos, la saturaci6n de los tejidos se consigue con 330 -­

ug/1000 Kcal, de cualquier forma se recomiendan 500 uq/1000 

Kcal. J.as necesidades de Tiamina aumentan con estados de cr~ 

cimienta acti\•o o embarazo, t.J.mbil'in cuando existe qran trab~ 
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jo fisico o condiciones patol6gicas como fiebres o hiperti-­

roidismo. 

-Cuando existen deficiencias se produce una rSpida ·res-~ 
puesta a la administraci6n de Tiamina, mejorando sensiblernen 
te las afecciones. En casos graves de deficiencia se ndmini.,! 

tran de 50 a 100 mg diarios, y en casos leves de 10 a 25 mg 

al dia. 

Normalmente no ocurren efectos indeseables aan cuando -

la Tiamina se administre en grandes dosis y por largos pert2 

dos de tiempo. 

Sin embargo, pueden producirse reacciones tóxicas por -

inyecciones de SO mg o más, grandes dosis posiblemente intc~ 

ficren can el metabolismo de otros miembros del grupo de vi­

taminas B por lo que precipitan los s!n~omas de ot1as dcfi-­
ciencias. Se han producido shackn anafil~cticos por inyccci2 

nes repetidas de Clorhidrato de Tiamina. 
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NICOTINAAIDA 

Es un derivado de la piridina, se aisl6 en 1939 por Eu­

ler y a la vez por Karrel y Keller. Se sintetiz6 por la ac-­

ci6n del cloruro de tionil, sobre 4cido nicot!nico y tratan­

do el cloruro ácido que resulta, con amonia, otra forma es -

con el paso de amon!aco gaseosos a trav~s de ácido nicot!ni­

co. 

La actual forma de sintetizarla comercialmente es usual 

mente por esterificaci6n del ácido nicot!nico con metano! s~ 

guida de una amonolisis. 

Las fuentes naturales de nicotinamida m~s ricas son cl­

pescado pollo y carne; siendo más abundante en los 6rganos -

como h!gado y riñ6n que en el mGsculo: las papas, legumbres, 

vegetales con hojas verdes y lcvaCura contienen moderadas -­
cantidades; la leche y el ma!z la contienen en menor propor­

ci6n. 

La nicotinamida puede ser parcialmente sintetizada en -

el organismo a partir del tript6fano. 

La nicotinamida es la más estable de las vitaminas, es­

termoestable resistiendo las temperaturas de cocci6n de los­

alimentos y de la preparación de productos farmac~uticos co­

mo puede ser la del autoclavco, reteniendo su actividad bio-

16gica. sin embargo, si el calentamiento es en presencia de­

~cido o alca!! es hidrolizada. 

En el organismo la nicotinamida forma con intcrvenci6n­

del adcnosintrifosfato la nicotinamidadcninadinucle6tido - -

INADI o cocnzirna y la nicotinamidudcninadinucle6tidofosfato­

INADH) o cocnzir..a II, que interviene¡¡ en una .:impli.:i variedad 
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de sistemas enzim~tícos involucrados en la oxidación anaer6-

bica de carbohidratos. Las coenzimas actúan como aceptares -

de hidrógeno en la oxidación del sustrato. Estas enzimas es­

t6n presentes en todas las células vivas y toman parte en m~ 
chas reacciones de oxidaci6n bíol6gica. 

La Pelagra llamada la enfermedad de las cuatro D (dcrm~ 

titis, diarrea, demencia y deceso), aunque se debe a una ca­

rencia de varias vitaminas, la falta de suficiente nicotina­

mida en la dieta durante meses, es la causa primaria de la -

enfermedad. La condici6n involucra el tracto gastrointesti-­
nal, la piel y el sistema nervioso. 

La respuesta a la Nicotinamida es rápida desapareciendo 

los trastornos mentales, vómitos, diarrea, colicos, se redu­

ce el dolor y rubincundez de la lengua, dermatitis y prurito, 

La polineuritis y queilosis ceden sólo con la administración 
de Tiamina y Riboflavina. Se ha visto que son mfis cfec~ivas­

pequeñas dosis de ?licotinamida durante el d!a auc una gran.­

dosis dnica. Además el tratamiento debe acompañarse de un -­
cambio nutricional a una dicta adecuada. 

La Nicotinamida se absorbe por todas las vías rfipidamc~ 

te, se distribuye en todos los ~rganos ~specialmente en h!g~ 

do, riñ6n y mOsculos, aunque existe poco alw.acenamicnto cel~ 
lar. La excroci6n se realiza en ln orina parcialmente en for­

ma de Nicotinamida, pero la mayor parte como mctabolitos, e~ 

pccialrnentc la N'-metilnicotinamida y la 6-piridona-N'-mctil 

nicotinarnida, en menor proporción ficido nicotínurico. S6lo -

pequeñas cantidades de Nicotinarnida pasan a la leche. 

El requerimiento m!nirno para prevenir la pelagra es el­

equivalentc a 4.4 mg de Nicotinamida por 1000 Kcal/d!a. En -
dietas pobres en contenido de Nicotinamida so suministran 20 

mg de ésta como medida profilfictica. 
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La nicotinamida esencialmente no tiene efectos t6xicos, · 
ademSs no produce vasodilataci6n como lo hace el ~cido nico­

t!nico que tiene la misma actividad que ~sta. 
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RIBOFLAVINA S'FOSFATO DE SODIO 

La Riboflavina es una sustancia coloreada del grupo de­

las flavinas, es un compuesto con: tres anillos (isoaloxazi­

na), una cadena lateral derivada de la o-ribosa (ribitol) 12 

calizada en la posici6n 9 y dos grupos metílicos en las pos! 

cienes 6 y 7, estos rasgos son todos necesarios para su actl 

vidad farmacol6gica. La Riboflavina S'Fosfato de Sodio tiene 

una mol~cula de ~cido fosf6rico esterificada en la pasici6n-
5 de la cadena lateral. 

Su descubrimiento se debi6 a sus caractcr!sticas de - -

fluorescencia y pigmentaci6n en alimentos como la yema de -­
huevo. 

La Riboflavina S'Fosfato de Sodio ha sido preparada por 

fosforilaci6n de la Riboflavina por diversos caminos y pcrs2 

nas: 

Con ácido clorofosf6rico por Flexcr, Farkas en 1951. 

Con ácido metafosf6rico por Viscontini en 1956. 

Con ~cido pirofosf6rico por Breivogcl, Rirge en 1960. 

Con fosfato de pirocatecol cíclico por Ukita en 1964. 

La Riboflavina está ampliamente distribuida en la natu­

raleza tanto en plantas como animales, como un constituyente 

esencial de todas las c6lulas vivas y se encuentra en gran -

ndmero de alimentos. 

Algunos alimentos que hacen contribuciones irnportantes­

de Riboflavina son hígado y otros tejidos de 6rganos como c2 

razdn, leche, huevo, levadura; los vegetales verdes, frutas, 

cereales y legumbres en una menor proporci6n. 
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Las p~rdidas de Riboflavina durante la cocci6n de los -

alimentos es generalmente pequeña, excepto cuando se exponen 

demasiado tiempo a la luz. 

Muchas especies de microorganismos son capaces de sint!:. 
tizarla en el tracto gastrointestinal, por lo que puede ser­

una fuente que supla a la de los alimentos en caso de una -­

dieta deficiente, aunque es improbable que se absorba compl~ 

tamente de ese sitio. 

Estando seca la Riboflavina no es afectada en forma - -

apreciable por la luz, pero en soluci6n especialmente en pr~ 

sencia de alcalis o sales de metales pesados se degrada r5p! 
damente al exponerse a la luz. 

La Riboflavina desempeña un papel como el grupo prost~­

tico de las flavoprote!nns en forma de flavina que adem<is e_§; 

tán constituidas de una apocnzima que es una proteína de la­

cual depende la especificidad, De estas flavoprote!nas, dos­

son de mayor importancia que se encuentran una como mononu-­

cle6tido conteniendo ácido fosf6rico IFMN) y la otra como C! 
nucle6tido combinada a través de ácido fosfórico con adenina 

(FAD). Estas enzimas act~an como aceptares de hidrógeno quc­

equivale a una oxidaci6n, catalizan la liberación del hidró­

geno oxidando a las coenzimas l y 11 reducidas, que son las­

accptoras iniciales de hidrógeno de los sustratos celulares, 

a su vez las flavoproteinas pasan su hidrógeno a los citocr~ 

mos, para terminar finalmente utilizando el oxigeno molecu­

lar para formar agua, lo que sucede en varias etapas del ci­

clo de Krcbs. 

El rol exacto de la Riboflavina en la nutrición humanü­

se desconoce, pero es probable que toine parte en la nutrición 

de las membranas, la formación de ql6bulos rojos y el metab2 

lismo de pratcinas. 
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Los sintomas de ariboflavinosiL cor,sisten en quelosis -

(coloraci6n roja de labios y la aparici6n de fisuras en la -

boca'), cambios caracter!sticos en Cl color de la membrana m~ 

cosa, _.inf-1amac:i6n de la lengua y despellejamiento de labios. 

Se han observado lesiones de naturaleza y seborreica; mani-­

festaciones oculares como vascularizaci6n corncal y comcz6n, 

sensación de quemadura, aspereza en los plirpados, lagrima--­

c:i6n, fotofobia y fatiga visual. Estos síntomas desapareccn­

cn pocos d!as después de la ndministraci6n de Riboflavina, -
sobre todo los oculares. 

La Riboflavina se absorbe bien en el intestino de donde 

pasa a la sangre y es fosforilada; la Riboflavina S'Fosfato­

dc Sodio se administra por vía parcnteral de donde es bien -

absorbida, En forma fosforilada se distribuye en todos los -

6rganos especialmente en el hígado, coraz6n y riñ6n, se pro­

duce poco almacenamiento en los tejidos: es mctaboli2aJa PªE 
cialmentc en el organismo y el resto se excreta en la orina­

y leche, la excreci6n depende del aporte al organismo. En c~ 

so de deficiencia se cncontrarfi poca o nada en la orina, - -
siendo una forma de diagn6stico. 

Los requerimientos de Riboílavina 5'Fosfato de Sodio e~ 

tSn relacionados con el tamaño del cuerpo, con el grado de -
metabolismo y crecimiento, aunque generalmente son referidos 

a la dosis energ6tica. En general lo recomendado es de 0.4 a 

0,6 mg en inf~'lntes; O.B a 1.2 mg en niños de ni5s de 10 años­
y de 1.0 a 1.7 mg en adolescentes y adultos, las cantidades­

anteriorcs son los requerimientos diarios. ~n mujeres embar~ 

zadas o en periodo de lactancia requieren un poco rr..'i.s de su­

ministro diario. Refiri6ndonos a lo requerido por cada 1000 

Kcal en infantes es de 0.8 mg y para adultos de 0.3 mg. 

La Riboflavina es una sustancia inocua y dosis clavadas 

de ésta no producen ningún trastorno. 
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B) CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION 

··i.11 preocupaci6n y necesidad de ofrecer productos farma­

céuticos cada vez m~s confiables ha llevado al desarrollo de 

nuevas drogas, sustancias coadyuvantes, técnicas de produc-­

ci6n, métodos de análisis, as! como al perfeccionamiento de­

lo existente. 

La manera de comprobar que cada sustancia y cada paso -
realizado hasta obtener el producto deseado terminado cum--­

plen con los requerimientos para ofrecer un producto confia­

ble, es mediante el control anal!tico. 

El an5lisis farmac~utico cuenta con una gran variedad -

de técnicas, que ofrecen una amplia gama de posibilidades p~ 

ra obtener el resultado m~s cercano a la realidad, 

Podcmo~ mencionar en principio una serie de pruebas or­

ganolápticas y f!sicas que nos garanticen una adecuada prc-­

sentación. 

Entre las t~cnicas de análisis se encuentran los diver­

sos tipos de titulaciones como: acuosas ácido-base, no acuo­
sas ácido-base, de precipitaci6n, complejom6trica~, de óxido 

reducci6n, potenciom~tricas, etc. Técnicas basadas en princl 

píos ftsicos como: mcdici6n de pi!, polarograf!a, absorci6n­

espectrofotom6trica, fluorescencia, rcfractometr!a, polari~~ 

tr!a, solubilidades, densidades, medici6n del punto de fu--­

si6n y cbullici6n, etc. Además se cuenta con t6cnicas de se­

paración, para los casos en los cuales existe una mezcla de­

sustancias que interfieren entre s! en la aplicaci6n del m6-

todo analítico, de este tipo de t6cnicas se tienen a la ex-­

tracción y principalmente a la Cromatografía. Existen tam--­

b16n gran variedad de análisis basados .grupos funcionales, o 
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en un elemento constituyente de la mol~cula en cucsti6n. 

En capitulo aparte podemos colocar a dos tipos de an41! 

sis ambos-amplios·y complejos, l..os-microbiol6gicos y los to­

xicol69icos. 

Es preocupaci6n constante el que dichas t~cnicas sean -

cada vez más econ6micas y exactas. Un factor que influye en­

e! enfoque de la investigaci6n es la rapidez,la cual est4 !u 
timarnente ligada con la economía. 

Dentro de las t6cnicas de sepaci6n como mencionamos se­

encuentra la Crornatograf!a, sobre la cual existe gran contr~ 

versia para su definición creada en gran parte por los am-­

plios alcances que ha logrado en su desarrollo. Podí!mos re­

ferirnos a ella como el t~rmino que representa a un grupo de 

m~todos por los cuales los componentes de una muestra son s~ 

parados y donde el resultado o informaci6n que se obtiene -­

puede ser usado para la identificaci6n cualitativa y/o de.te.E_ 

minaci6n cuantitativa de los componentes de la muestra. 

Todo el grupo de m~todos cromatogr~ficos, nos facilita­

la aplicación de las t~cnicas de an5lisis al proporcionarnos 

los componentes de una muestra por separado, logrando esto -

con pequeñas cantidades de muestra, en general con un senci­

llo procedimiento y pequeñas cantidaden de solventes. En la­

actualidad pr.'.icticamente es poniblc cualquier scpar.:ici6n, -­

aan de sustancias muy parecidas como pueden ser los mismos -

degradantes de un.:i sustanciil o mezclas isom6ricas. 

La utilización de loG métodoG cromatogrftficos er. de ca­

rácter universal, son igualmente aplicables en Bioqu!mica, -

Qu!rnica Orgánica e inorgSnicai pudiendo utilizar micro o ma­
cro cantidades: su gran versatili?ad hace posible que se 11~ 

ve a cabo en una columna o sobre una placa; la muestra puede 
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ser sólida, l!quida o gaseosa; hoy en d!a los instrumentos -

usados pueden ser altamente sofisticados con controles autc­

máticos o integradores precisos, o puede llevarse a cabo de 

forma muy simple con solamente el material básico de labora­

torio. 

Breve Reseña Hist6rica de la Crcmatograf!a 

El primer método cromatográfico fue originalmente desa­

rrollado como una técnica para la separación de pigmentos v2 

getales, la cual de acuerdo a la actual terminolog!a se pue­

de decir que fue una cromatogrnfia de adsorci6n l!quido-s61i 

do, siendo el doctor en Dotánica Ts\.leett quien en 1905 publi 

c6 dicho trabajo; al principio fue poco el interés que dcs-­

pert6 y s6lo fue utilizada por unos pocos. El gran UtiO de la 

Cromatograf1a comenz6 en la d6cada de los treintas donde vi­

no a ser cada vez más una t6cnica importante de laboratorio, 

en este periodo surgieron nuevag variantes corr.o la de capa -

delgada utilizada por primera vez por Izmailor y Shraiber -­

quienes utilizaron alamina sobre una placa de vidrio para s~ 

parar unas tinturas farmac~uticns, la Cromatografía de inter 

cambio i6nico usada por primera vez por Taylor y Urcy, pero­

desarrollada realmente por Samuelson quien us6 resinas sintQ 

ticas de intercambio i6nico. 

Tiselius en 1937 desarroll6 la electroforesis que puede 

considerarse como una variaci6n de la Cromntograf{a y en los 

cuarentas implementG dos m~todos mfis el anfilisin frontal y -

el desplazamiento por desarrollo, ademfis adapt6 el primero -

para monitoreo continuo del efluente de la columna por medi­

ci6n del índice de rcfracci6n. En la misma dGcada Martin y -

Synge inventaron la cromatograf!a de partici6n. 
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Oespu6a de la Segundn Guerra Mundial continu6 el rápido 

crecimiento y expansión de la Cromatcgraf!a en papel, de 1n- · 

tcrcambio i6nico, de capa delgada, apareciendo en la clásica 

Cromatogra-f!a de líquidos en.columna dos modificaciones im-­

portantcs la de fase invcrc:n por Martín y Howard y el gra--­

dicntc de clusi6n. 

Posteriormente aparece la Cromatografía de gases prime­

ro en la forma gas-sólido y luego el desarrollo de la parti­

ci6n liquido-gas, la cual rcvolucion6 las t6cnicas de labor~ 

torio; por la misma época aparece la Cromatograf!a de gel de 

pcrmeaci6n, gracias a la producción del gel por la rcacci6n­
dc destran soluble y cpiclorhidrina por Flonn y Porath, y­

se desarrolla la teoría de la Cromatografía como un proceso­

diferencial de migración. 

Finalmente a mediados de los sesenta con los conocimie~ 

tos acumulados en general sobre la teoría cromatográf ica y en 

la práctica tanto de Cromatografía de 11quidos como de gases, 

se inició la modernizaci6n de la Cromatografía de líquidos -

concluyendo al final de la dócada con el ext.raordinario des~ 

rrollo de ésta, produciendo la crornatografín de líquidos dc­

alta resolución. 
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Tipos de cromatografía y su Clasificaci6n 

Muchas formas de Cromatograf!a han sido desarrolladas,­

pero todaS Se basan en.el mismo principio: la scparaci6n re­

sulta de las diferentes proporciones en la zona de migraci6n 

causada por diferencias en la afinidad relativa entre las -­

dos fases. 

La naturaleza física de las fases y el mecanismo por el 

que entran en contacto es lo que hace surgir los diversos ti 
pos de cromatograf!a, Cuando la fase estacionaria o dclgada­

es la superficie de un s6lido o mejor dicho cuando la inter­

fase se forma entre un s6lido y un l!quido, el proceso se le 

llama Cromatograf!a de Adsorci6n y cuando la fase estaciona­

ria o delgada es un líquido, al proceso se le llama Cromato­

grafla de partici6n, muchas veces la distincl6n entre las -­

dos no es clara pudiendo pasar de un mecanismo a otro con f~ 

cilidad. La fase estacionaria en la Cromatografía de parti-­

cidn es una capa muy delgada de solvente retenido como una -

capa adsorbida sobre finas partículas del soporte en polvo o 

sobre papel, la anica funci6n del s6lido en la cromatograf!a 

de particidn es retener la fase estacionaria. 

Cromatografía de Partici6n 

Cromatograf!a en Columna L!quido-Lfquido. 

La fasú acuosa úS inmovili~ada sobre un soporte s6lido­

que debe ser qu!micamcntc inerte, de una culidad y de un ta­

maño de partfcula reproducibles, debe ser c.::ip.:iz de adsorbcr­

el solvente de la fase estacionaria, pero no debe interac--­

tua.r con los component(:S de la muestra. Con e~;to ~e rcllena­

la columna que debe ser un tubo de vidrio de pocos mil!mc--­

tros a pocos cent!mctros de di~mctro y el largo puede ser --
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desde varios centímetros hasta metros. 

La fase estacionaria puede ser: agua, solución amorti-­

guadora o algan solvente orgánico muy polar. 

La fase móvil o eluente es un solvente orgánico o una -

mezcla de solventes inmiscibles con la fase estacionaria. 

si la fase estacionaria es un líquido no polar adsorbi­

do a un soporte no polar y la fase móvil es polar se le lla­
ma Cromatografía de fase inversa. 

En algunos casos para mejorar alguna separación, es ne­

cesario cambiar durante la elusi6n la composici6n del clucn­

te a lo que se le llama gradiente de elusi6n. 

Una vez rellena la columna y con la fase cstacianaria,­

se coloca la muestra en la parte superior, se añade la fasc­

m6vil, dejándola cluir, para la cuantificaci6n se hace uso -

de los métodos anal!ticos, se pueden recolectar pequeñas - -
fracciones, en intervalos cortos de tiempo, pudiendo formar­

un cromat6grama. 

Las aplicaciones de este tipo de cromatografía es muy -

grande y variada pudiendo separar compuestos muy parecidos,­

tales como aminoScidos, alcaloides, cstcroides, carbohidra-­

tos, glic6sidos, barbituratos, vitaminas y antibi6ticos; 

aceptando un amplio rango de tamaño de muestra. 

Cromatografía Gas-Liquido 

Es necesario el uso de un aparato llamado Cromat6grafo­

de gases, en el cual los componentes esenciales son: una V<i! 

vula de prcsi~n que controla la presi6n de la fase m6vil o -
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qas acarreador que generalmente es nitr6geno o helio, lue90-

una puerta de inyccci6n donde se introduce la muestra a la -
corriente de gas, después par;a ·a través de la columna de do!!. 

de sale al detector, el cual puede ncr de varios tipos, la -
funci6n del detector es comparar la composici6n de la mucs-­
tra separada con el gas puro y emitir una señal cl~ctrica -­
proporcional a la diferencia entre lo cluido y el clucntc, -
la cual un registrador la traduce en una gráf.ic.3 donde el -­

eje es el tiempo, el cual es proporcional al volumen de la -
fase m6vil si el flujo es constante. 

La puerta de inyecci6n, el compartimento de la columna 

y ol detector están encerrados de manera que se les puede -­
controlar la temperatura de forma eficaz. 

La columna puede ser do vidrio o metal, da 4 a 10 mm. -
de di:ímetro usualmente y de Vclrios cent~matros h.,sta varios­
metros de largo, al soporte s6lido puede ser polvo de tierra 

de diatomaceas, la fase estacionaria ca un líquido no vol~-­
til a las temperaturas que oc realice la saparaci6n, adam~s­
dcbe tener una adecuada oalcctividad por los componentes ,, -

separar. 

La gran sensibilidad y especificidad son las principa-­
les características, logrando separar miembros de series ho­
rn6logas y hasta sustancias isoméricas. Son nccc~arios s6lo -
microgramos de muestra, se logran an5lisis cualilativos y 
cuantitativos. Es aplicable a sustancias como asteroides, -­
barbitaricos y alcaloides. 

cromatografía de Papel 

Aunque el arreglo físico en In Cromatografía de papel -
es diferente que en la Cromatografía en columna, el íundamcu 
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to del proceso de scparnci6n es el mismo. Huchas variaciones 
en aparatos y detalles experimentales han sido desarrollados 

en este tipo de Cromatograf!a. 

El papel filtro es el material de soporte más uuual, -­

aunque se pueden usar otros tipos de papel, del tipo de pa-­

pel depende la velocidad de flujo. La fase estacionaria pro­

bablemente es un complejo de agua-celulosa, al tratar el pa­

pel con una atmósfera de un 20\ de agua, el equilibrio de -­
distribución puede no ser una simple partición 11quido-l!qui 

do, sino que el papel puede ejercer efecto de adsorei6n, sin 

embargo se le considera Cromatografía de partici6n. 

Usualmente el papel se acondiciona por cxposici6n a la­

fase mOvil donde el componente más polar puede actuar do fa­
se estacionaria. La fase móvil es uoualmonte una mezcla de -

solventes que puede sor ácida o básic3, algunas mezclas usu~ 

les son: isopropanol, amoníaco, a9~a: n-butanol, ~cido ac~t! 
co, nguai fenol, agua, 

Se aplican algunos microlitros de la soluci6~ de la 

muestra cerca de la orilla dol papel por donde comenzarrt el 

desarrollo, dependiendo de la orientación 6ste, puedo ser: 

ascendente, descendentQ o radial. La forma de medir la miqre 
cidn de un componente es en términos de Rf el cual resulta 

de dividir la distancia del punto inicial de aplicación de -
la muestra al centro de la zona del componcnto en cuestión -

entre la distancia del mismo punto inici~l hasta el frente -

del solvente, hay que hacer notar que éste nunca debe salir~ 

del papel, 

El Rf nos sirve como parSmetro de idcnLidad, si se qui~ 

ro cuantificar ue corta el trozo de papel donde qucd6 el com 
ponente de inter~s, ~e disuelve en un solvente adecuado y se 

cuantifica por el método analítico apropiado. 
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Tiene aplicaciones de-gran va~or, y~'que se puede dete~ 
tar o identificar componentes dC mez.clas co_mplejas,· siendo -

muy sensitiva~ y necesitando s6lo mic~ogramos de muestra cn­
muchas separaciones. 

Crcmatograf!a de Adsorci6n 

Cromatografta de Adsorci6n en Columna 

El equipo usado es idl!ntico que en la cromatografía de­

particidn en columna. Los adsorbentes m5s usuales son: el --

6xido de Aluminio o alCimina y la s!lica gel cuya superficie­

es muy polar, con éstos se empacan las columnas. La fase m6-

vil puede ser muy variada pudi6ndose utilizar gran cantidad­

de solventes desde no polares hasta muy polares, generalmen­

te se utilizan mezclas. El procedimiento es igual que en la­

cromatograf!a de partici6n en columna. 

Su principal utilizaci6n es en la purificaci6n y aisla­

miento de componentes desconocidos de mezclas complejas, as! 

como en la purificaci6n de solventes. 

Cromatograf!a de Capa Delgada 

En este tipo el adsorbente es esparcido sobre una placa 

de vidrio en una capa delgada y uniforme, la aplicación de -

la muestra y el desarrollo es similar a l~ Cromatografta de 

papel, sGlo que en este tipo s6lo podrS ser ascendente la d! 

rección del solvente; se realiza en c5maras de saturación, -

hcrm6ticamente cerradas. 

Es probable que muchos zistcm<ls de solventcD proporcio-
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nen una combinaci6n de efectos partici6n-adsorci6n durante -

la separación, sobre todo si el sistema contiene agua, meta­

no! u otro solvente polar, estos posiblemente son adsorbidos 

adelante de la zona de migración de un compuesto convirtien­

do el sistema en una Cromatograf!a de partici6n, por le que­

la Cromatografía de capa delgada puede tener modificacioncs­

por lo que se le podr!a cambiar de categor!a. 

Los adsorbcntes ~~~ comunes y vers~tilcs son la alamina 

y la s!lica gel, se requiere que tengan un tamaño de parttc~ 
la bastante pequeño. 

El procedimiento es similar al de la Cromatograf!a en -

papel, aqu! se tiene mayor ventaja o facilidad de producir -

reacciones de color con agentes corrosivos, adcm~s de podcr­

identificar las manchas con lu;: ultravioleta ya sea auc el -

compuesto sea fluorescente o añadiendo al adsorbcnte Und su~ 

tancia fluorescente. 

Para la identificaci6n se hace uso del Rf y para cuant! 

ficar se raspa la zona de migraci6n identificada, .se trans-­

fiere el polvo raspado a un solvente donde el componente sea 

soluble, separándolo as! del adsorbcnte y se determina por -

el m~todo analítico adecuado, 

Es una poderosa tGcnica para detecci6n de impurezas, t~ 

niendo un adecuado conjunto de condiciones es posible scpa-­

rar casi todo tipo de me;:clas complejas, pudiendo as! idcnti 

ficar y cuantificar los componentes. 



31 

Cromatografía de Gases por Adsorci6n 

Es similar a la cromatografta gas-líquido, se utiliza -

el. mismo aparato y la tOcnica es idéntica, dnicamentc var!a­

el. empaque de la columna en la cual se utiliza un adsorbente 

que al igual que en los otros tipos de Cromatograf!a por ad­

sorción, los m<1s utilizadas son s:tlica gel y alGrnina. Esta -
Cromatograf!a está limitada a sustancias de peso molecular -

bajo. 

Cromatograf!a de Líquidos de Alta Rcsoluci6n 

Despu~s de la Segunda Guerra Mundial y gracias al desa­

rrollo de la teoría crom<i.togrlifica y otras ciencias se prod~ 

jo la instrumentaci6n, siendo la Cromatografía de gases una­

de las primeras técnicas donde se aplicó. 

El surgimiento de CL1\.R involucró estudios en muchos as­

pectos como el control de porosidad y partículas de pcqucño­

diámotro, nuevos tipos de fases estacionarias, columnas rc-­

&istontcs a presiones elevadas, sistemas de bombeo, detecta­

res para velamenes pequeños, etc. Gracias al desarrollo de -

todos estos factores aan en proceso de perfeccionamiento y -

de nuevos implementos tenemos a lo que conocemos como CL1\R. 

La CLAR puede llegarnos a proporcionar la separación de 

l..os componentes de una me~cla compleja pudiendo obtener aná­
l.. isis cuantitativos satisfactorios a costo razonable y los -

ticmpoc de análisis pueden ser llevados a cabo en pocos min~ 

tos. 

La cromatagra(!a nos proporciona una gran variedad de 
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recursos, por los cuales se puede optimizar la separación de 

mezclas sobre todo si se conocen los componentes y est4n bien 

identificados. 

Principales parámetros en Cromato9raf!a de Líquidos de 

Alta Resolución. 

Tiempo de Retención T: es el tiempo transcurrido entre 

la introducción de la muestra y la eluci6n del pico en 
cuestión, 

Volumen de Retención VR: si la velocidad de flujo es 

constante IF), entonces el volumen está dado por: 

Tiempo de Retención ajustado o corregido TR': es la di­

ferencia entre el tiempo de retención TR y el tiempo 

muerto T0 que es el tiempo reouerido para la eluci6n de 

un componente que no es retenido. 

Volumen de Retención ajustado o corregido Vh't es igual 

al flujo si es constante por el Tn'· 

VR' "' F • TR' 

Amplitud de la Banda W: las tangentes de las pendientes 

del pico a partir del punto de inflecci6n cruzan con la 

l!nea base, la distancia entre la intersecci6n con la -

línea base de las tangentes e~ la Amplitud de la Banda W. 

Amplitud Media de la Danda W005 : es la distancia entre 

las pendientes del pico a la altura media de éste, 

Selectividad O<. : es la relaci6n de los vol amenes de re-

tencidn ajustados Vn' de 
sistema cromatogr~fico. 

VR' 1 ex i, 2 "" 

los compuestos que ~st~n en un 
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Eficiencia N: la eficiencia de un sistema cromatogr&fi­

co se expresa como el nt1mcro de platos teóricos N, pue­

de ser calculada con la amplitud de la banda y el volu­

men _de retenci6n del compuesto. 

El namero de platos tc6riccs incluye la contribución -­

del volumen muerto del sistema. 

El nGmero de platos teóricos efectivos N' se calcula con 

N' a 16 (V '/W) 2 
R 

Resolución R: la resolución entre dos componentes en un 

cromatograma es la relación de su separaci6n a su promedio -

de amplitud de la banda. 

Factor de distribución k': tambi~n llamado relación o -

capacidad de distribución, se define como la relación de la­

cantidad de muestra en la fase estacionaria y la cantidad de 

muestra en la fase móvil, puede calcularse del volumen de r~ 

tcnci6n y el volumen muerto por: 

La resolución, eficiencia, selectividad y factor de di!!, 

tribuci6n se pueden relacionar en: 

R u l 
4 

[N11rx. - lJ/<>:l (k'/11 + k')) 



El :írea bajo la curva A, puede· cuantificarse por: 

donde h es la altura del pico. 

Cuantificaci6n por est4ndar interno: un est:índar inter­
no es un compuesto conocido que preferentemente no se encuen 
tra originalmente en la muestra. La respuesta relativa RR de 
los componentes de una muestra se puede comparar con el es-­
t4ndar interno y ser determinados. 

Se añade a la muestra una cantidad conocida de estándar 
interno y se hace la corrida cromato9ráfica, las ~reas de -­
los picos de cada componente x y del estándar S son medidas, 
~stas se dividen entre su concentraci6n y se obtiene el fac­

tor de respuesta fr. 

La respuesta relativa de cada componente est~ dado por 
la rclaciOn de su factor respuesta y la del estándar interno~ 

Como se conoce la conccntraci6n del estándar interno 

que se añadiO y el área de las picos de los componentes y 
del est4ndar interno son medidos, la concentraci6n de los 
componentes est6 dada por: 
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La mayor ventaja de la cuantificación por medio de ea-­
t~ndar interno es que es independiente de variaciones en el 

volumen de la muestra introducida. 

En la cromato9raf!a de Líquidos de Alta Resoluci~n pue­

dan existir los siquientes mecanismos de retención o separa­
ción: 

Adsorciónt es el principio de separación m&s antiquo -­
aplicado en cromatograf!a de columna. 

El proceso se basa en las interacciones que existan en­

tre adsorbent.e, solutos y moll!eulas de solvente. Cualquier ·· 

sólido insoluble en solventes comunes puede usarse como ad-­

sorbente o sea, como fase estacionaria, los m~s utilizados -

son: 

S!lica gel: es el adsorbente más usa.do en CJ,AR, es 

amorfo. es un s6lido poroso que puede preparars~ en un 

amplio rango de área superfici~l 1200 a 800 m2/gr); di! 
metro de poro do SO a 250 AQ y 9run volumen de poro 0.7 

- 1.2 ml/qr. Qu!micamente la s!lica gt!l cstli compuesta 
de grupos pollsiloxnnos y diversos tipos de silanolcs 

los cuales son importantes en la adsorción de moléculas 

org~nicus. Es insoluble en solventcG como hexano, ~ter 

isopropanol, etc.; pero es ligeramente soluble en solu­

ciones acuosas, aumentando la solubilidad en plf b<isicos. 

Alümina: se prepara a partir de cristales de baycrita -

por dcshidrataci6n y activaci6n a 200-600'=, tiene un -

arca superficial de 100 a 200 m2 /gr. un volumen de poro 

de 0.2 a o.J ml/9r y el promedio del di~mctro de paro -
es de 100 a 200 A~. Tiene propiedades scrnej~ntc~ a la -

silica gel en cuanto a separaciones aunqu~ el mecanismo 
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de adsorción es m&a complejo. 

El otro factor que puede manejarse es el eluente~ debi­

do Al cual se debe en gran parte la retencian. Entre rn~s -­
fuertemente es adsorbido un eluente en la ~ase estacionaria 

es mayor su tuerza de eluci6n, esto es si el eluente está en 
mayor proporci6n que la muestra y si éste ocupa f~cilmente -

los sitios activos del adsorbente despla%ar~ a las otras su~ 

tancias haciéndolas eluir r8pidrunente. 

Alqunos requerimientos de los eluentes son: 

No debe interferir con la detección de la muestra • 

. Los componentes de la rrn.1estra deben ser solubles en el 

eluente. 
De preferencia debe tener baja viscosidad. 

No debe tener reactividad con la muestra o los adsorbe~ 

tes. 

Generalmente se utilizan mezclas d~ oluantcs logrando -

mejores separaciones y teniendo una infinita gama ~e posibi­

lidades de lograr la scparaci6n. La utilización de pc~ucñas­

cantidadcs de agua hace que pueda actuar corno modulador de -

la retención en el sistema cromatogr~fico, adcm6s puede lle­

qar a formarse algo de partición. 

Ln principal aplicaci6n os en la scparaci~n de compues­

tos orgZínicos no polares y :t.odcr'adamcntc polares, como ejem­

plo tenemos separaciones de mezclas de cstcroidcs, qlic6si-­

dos card!acos, alcaloides y aflatoxinas. 

- Intercambio I6nico: por este mecanismo son i1encralmen 

te separados compuestos i6nicos, l~ ~eparaci6n se produce ~n 

trc una fase rn6vil polur ucuol~cntc es una soluci6n amorti-· 
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quadora o una soluci6n de clectrolitos y una fase estaciona­

ria que es una resina intcrcambiadora de iones. 

Las -resinas .intercambiadoras de iones son compuestos o~ 
g&nicos sint~ticos en forma de polirncrog insolubles con gru­

pos funcionales ionizablcs. Un gran namcro de resinas cst&n­

formadas del mismo esqueleto diferenci~ndosc en la parte in­

tercambiadora, ese? eonquelcto e!l un co-polimero de estireno y -

divinilbenzano (DVB). 

Existen dos tipos de resinas intcrcambiadoras de iones: 

Intercambiadoras de cationes: poseen cationes intercam­

biables y la parte ani6nica de la molécula es la resina. 

Intercambiadoras de aniones: cambian aniones con la so­

luci6n. 

Dentro de las intcrcambiadoras de cationes existen res! 

nas fuertemente intercambiadoras de cationes como la resina­

de ~cido sulf6nico y d~bilmente intercambiadoras de cationes 

como las de ~cides carbox!licos. De igual forma hay rcsinas­

fuertementc intercambiadoras de aniones en las cuales el gr~ 
po es un ani6n cuaternario y resinas intercarnbiadoras de - -

ani6n d~biles donde el grupo intcrcambiador puede ser una v~ 

riedad de aminas. 

Una resina intcrcambiadora de iones ne puede considerar 

como un ~cido o base insoluble ya que lo que ocurre son rcaE 

cienes ~cido-base, pero las especies que form~n par~e del P2 

limero no pueden ir en lil soluci6n. A los iones uuc tienen -

la carga del i6n que intcrcambiil la resina se les denomina -

contra-i(in y a los que tienen la c.:i.rga del i6n oue forma pa.;: 

te del cuerpo de la resina se les llama ca-iones. 
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Dos propiedades de este mecanismo son la capacidad de -

intercambio que es el nGmero de miliequivalentes de iones ifr 

tcrcambiados por gramo de resina seca, y el tamaño efectivo­

de poro en la malla del polimero, un aumento en el grado de­

entrecruzamicnto debido a un aumento en el porcentaje de ove 

hace disminuir el tamaño de poro. 

La forma como ocurre la separación es por el difcrente­

desplazamiento de los iones de la muestra por el contra i6n­

del eluente a través de la columna, por lo que la velocidad­

de rnigraci6n de cada i6n está determinada por su coeficiente 

de selectividad con respecto al contra i6n del eluentc. 

Sus aplicaciones· son sobre compuestos que tengan g~upos 

funcionales carboxílicos, fenoles, am!nicos 1 aminoScidos co­

mo alcaloides, sulfonamidas, cte. 

-Exclusi6n Molecular: También se conoce como filtraci6n 

o permeaci6n. La separaci6n se basa en las diferencias de t~ 

maño molecular de las sustancias a separar, ya que se utili­

zan como fase estacionaria geles con un esouelcto o cstruct~ 

ra de dimensiones moleculares lo que hace ~ue exista una - -

cierta porosidad, donde el tamaño efectivo 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 rnol~culas pequeñas y las de mayor tama­

ño quedan fuera, siendo elu!das con mayor celeridad que las­

que penetran en los poros. 

Los geles utilizados son moléculas orgánicas no i6nicas 

los más utilizados están compuestos por entrecruzamiento de­

dextran y epiclorohidrina o de poliacrilamida, entre los cu~ 

les existe difercnciaci6n por el grado de entrecruzamiento -

que afecta la extcnsi6n y el tamaño efectivo de poro. 
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La fase m6vil no necesita características especiales, -

s61o que fluya a trav~s del gel y sea compatible con el mét2 
do de detecci6n. 

Esta técnica es aplicable a sustancias de peso molecu-­

lar mayor de 2000 daltons, como macromol~culas bio16gicas, -
polímeros sintéticos, oligosac~ridos, polisacgridos, prostr~ 
qlandinas, prote!nas, etc. 

- Partición: este mecanismo se basa en las diferentes -

solubilidades de las sustancias entre el líquido de la fase­

mdvil y el l!quido unido al soporte formando la fase estaci2 

naria. El soporto consiste en un material poroso, el cual es 

revestido de una delgada capa de l!quido inmisible con la f~ 

se m6vil formando la fase estacionaria. El grado de equili-­

brio de partición de los componentes entre la fase móvil y -

la fase estacionaria determina el grado de separaci6n. 

Es similar a la extracción con solventes y es aplicable 

a moléculas de todo tipo de polaridad con peso molecular in­

ferior a 2000 daltons. 

Existen dos formas de lle\•ar a cabo el mecanismo de PªE. 
tición, la división se basa en las polaridades relativas de­

la fase móvil y la fase estacionaria, aunque tal división no 

es muy objetiva ya que con condiciones cromatogrSficas apro­

piadas una forma puede ser transform~da en la otra. AdemSs -

tal división no dice nada acerca de cómo interactaa el solu­

to con las fases. La polaridad relativa de las fases puede -

ser mSs ampliamente explicada sobre las interacciones inter­

moleculares que pueden ocurrit• entre el soluto, fase m6vil y 

fase estacionaria, como dispersión, orientaci6n del dipolo y 

puentes de hidr6geno. 
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La Llamada partici6n normal en la cual la fase estacio­

naria aes m4s polar auc la fase m6vil, utiliz:indose para sep.!!_ 

racionees de compuestos org.1nicos polo.res. Esta a su vez pue­

de ser C=Je dos formas dependiendo do la fase estacionaria; la 

primera l!n la que el soporte será similar a la Cromatograf!a 

de ad&Dt::rcidn pero aqu! la fase estacionaria serti el l!quido­

que e&lcaará adsorbido al soporte. La segunda es en la que la­

fase Cl~acionaria l!quid<:J. cstti ligada químicamente y en for­

ma csUl:::aile al soporte, las superficies de estos empaques dan 

origen c;..a menor adsorci6n au!mica, menor barrido y tnl?nos pro­

blemas C><le activaci6n catalítica, la raz.:Sn de una menor supe.E. 

ficie ao-ctiva es debido a que los grupos hidr6xilo que produ­

cen la :. fuerza de adsorción se eliminan al reaccionar con los 

organo1::. ilanos durante la s!ntcsis. Las separaciones en estc­

tipo de fases son generalmente similares a las obtenidas s2 

bre adso-orbcntes pero el grado de rctcnci6n es usualmente me­

nor. 

En la partici6n normal se utilizan fases móviles no po­

lares p•·or ejemplo, hidrocarbonos mezclado!> con solventes mo­

derada:i•:ente polares como hidrocarbonos clorados, l'.?tcrcs, ac~ 

tato de= etilo, alcoholes, etc. 

La .:i.5 fases estacionarias ligadas son en la actualidad -­

las mh; utili.zadas en este tipo de CromatografS:a de parti--­

ci6n y, de las cuales existen varios tipos auc se clasifican­

en base~ a la polaridad de los grupos funcionales predominan­

tes, ~e~ esta forma tenemos: 

ré~biles: contienen grupos ester, dimctilamino, dial, -

fl _uoroetcr, 

~~dlas: con otros nitro, alquilnitrilo, nitrilo y poli­

hUdroxictil mctacrilato. 

tL.:'..evadas: al qui lamina, amino, aminopropil. 
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En la Cromatografia de fase normal la retención de los­

solutos se ve disminuida con un incremento en la polaridad -

de la fase móvil, pudiendo regular los tiempos de retenci6n­

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

La otra forma del mecanismo de partición es llamado Cr~ 

matograf!a de fase inversa o contraria. El nombre de este ti 
po es en oposici6n a la Cromatograf!a de partición llamada -

normal, en la que se utiliza una fase estacionaria polar y -

un eluente no polar y que fue la que se utiliz6 primero, ac­

tualmente la Cromatograf!a de fase contraria se estima que -

es utilizada en un 80% del total de la utilización de CLAR. 

En la Cromatografia de fase inversa se trabaja con fase 
estacionaria no polar y eluentes polares, sin embargo com--­

prende un amplio rango de sistemas cromatogr5ficas por lo -

que no puede ser precisa su de!inici6n sobre t~rminos de po­

laridad o no polaridad. A pesar de esto, el m~todo se asocia 

completamente con el uso de fases ectacionarias ligadas hi-­

drocarbonacéas, siendo las m5s usuales de octadecilsilano y­

octilsilano, el soporte se utiliza en forma de micropartícu­

las de s!lica con un di~metro medio de 5 a 10 um, en cuya s~ 

perficie se unen covalentemente los grupos n-octadecil o - -

n-octil. Con este material son empacadas las columnas auc -­

pueden ser de diferentes magnitudes, generalmente de un di~­

metro de 5 mm y el largo varía de 5 a 30 cm, el rango de ve­

locidad de flujo usual es de 0.5 a 3.0 ml/min. 

Además existe gran variedad en las propicd<idcs del ernp~ 

que como tamaño de partícula, distribución de t.ilmafto de par­

t!cula, la naturalez<i de lo ligado, la morfologia de la su-­

perficie cubierta, las cuales proporcionan diferencias en la 

selectividad y eficiencia de la columna. Otro factor impor-­

tantc en poder lle\'ar a cabo la t6cnica es auo 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 arrl 
ba de 800 ATM, durante el proceso de empaque, debe estar co~ 

pletarnente limpio y las paredes interiores ser completamente 

lisas. 

Los eluentes usados en la Cromatograf!a de fase inversa, 

con fases estacionarias ligadas no polares son solventes po­

lares o mezclas de estos como metano! acetonirilo y agua. A! 
gunas propiedades importantes de estos son su tcnsi6n super­

ficial, constante dieléctrica, viscosidad y valor cluotr6pi­

co, dichas propiedades pueden variar al mezclarlos en forma­

no proporcional. 

La retenci6n depender5 del grado de tensi6n superficial 

y de la constante dieléctrica. La velocidad de flujo es in-­

versamcnte proporcional a la viscosidad y la eficiencia de Ja 

columna disminuir~ con un incremento de viscosidad. 

Existen varios modos de aplicaci6n de la Cromatografía 

de fase inversa: 

-Fase regular o coman: teniendo simplemente la fase es­

tacionaria ligada no polar y la fase rn6vil polar, la rcten-­

ci6n se basará en la hidrofobicidad de los solutos, eluyendo 

los solutos polares rápidamente al preferir la fase móvil -­

sin conseguirse tal vez una buena separaci6n y los compues-­

tos no polares son !orzados por la fase móvil a interactuar­

con la fase estacionaria por lo que eluir~n postcriormente,­

con mayor posibilidad de haber sido separados. 

- supresión de i6n: los compuestos polares, ~specialmc~ 

te si son ioni~.:1bles cluycn rápidamente dando unil pobre scp~ 

raci6n y definición de picos, cunndo la rctcnc16n no puede -

ser ajusta~a·por ~anipulaci6n de la composición de la fase -
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ltl6vil, lo que se puede hacer es ajustar el pH de modo que s~ 
evite la ionización, entonces el compuesto auedar~ en su fo~ 

ma no ionizada por lo que será meno& polar y podrS interac­

--tna:r mas· con le fase --estacionaria, du esta ma.nera serS. mayor 
su retcnci6n y mejor la definicidn del pico. 

Esto da resultado para &cides y bases débiles en un ran 
90 de pH de 2-8, para un acido débil un pH de 2-J es sufi--­

ciente para suprimir su ionizaci6n. 

-Par i6nico: la fase inversa i6n par por partici6n es -

la t~cnica m~s popular donde se utiliza la misma fase m6vil­

y fase estacionaria que en la fase 1nversa com~n, con la ün! 

ca modificación que se añade un contra-i6n a la fase m6vil,­
este contra-ión sera de carga contraria a la del o los solu­

tos a separar. Las muestras en las que so aplica la Cromato­

graf!a de par i6nico, son compuestos i6nicos y capaces de -­

formar el par-i6n con el contra ión. 

Existen dos mecanismos propuestos para la formación del 

i6n y su partici6n: 

- El soluto R+ forma el par-i6n con el contra i6n x- en 

la fase rn6vil y ya forrnado pasa a interactuar con la fase e= 

tacionaria u orgánica. 

-El otro postulado es que el contra i6n permanece en la 

fase cst<tcionaria con la parta iónica orientaua hacia la fa­

se m~vil, entonces R+ es atraído por fuerzas electrostáticas 

uni6ndose al contra i6n, permaneciendo en la fase estaciona­

ria u org<fnic<J.~ 
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Actualmente se cree que lo que realmente sucede es una 
combinación de rur.bos postulados. 

Algunas veces ~ezclas de contra ionas pueden lograr me­
jores separaciones que el usarlos solos. 

Alquil cuaternarios de amonio como sales de haldgenos -
son usados como contra i6n de especieu amónicas, al9unos - -
ejemplos son: tetrarnetil o tetrabutilrnamonio como cloruros,• 
di, tri u octilaminas, etc. 

Alquil sulfonatos o alquil sulfatos de sodio son usados 

como contra iones de especies catiónicas como ejemplos: bu-­

tan, pentan, he~an, hcptan, octan sulfonatos de sodio. Tam-­

bién con cadenas arom!ticas como el 4cido bcnzansulfónico. -

Otros como octil, lauril sulfato de sodio. 

Entre mayor sea la cadena lipoftlica del contra !6n ton 
dr4 mayor efecto on la retcnci6n1 en la scparaci6n do sustan 

cias muy parecidas, es mejor la utilización de contra ioncs­

de cadena corta de manera de evidenciar un poco mSs la dife­

rencia; el aumento en conccntraci6n del contra i6n aumentará 

la retención s6lo hasta el punto de la concentraci6n efecti­

va. 

El uso de fases ligadas no polares se ha visto incremc~ 

tado cxplosiv;:ur.cntc desde su introducci6n en CLAR y se ha -­

destacado como la t~cnica cromatogr~fica m~s vers~til usada­

con instrumentaci6n, esto se debe en parte a la gran eficicn 
cia de las microparticulas con fase ligada y a la utiliza--­

ciGn de un equilibrio químico sccund~rio con dctcrqcntcs o -

contra iones pudiundo as! separar roalaculds ~lt~mPntc pola-­
rcs. 
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La aplicación de esta forma de Cromatografta abarca - -

prácticamente todos los campos de la química, desde el an~l! 
&is de muestras ambientales o inorgánicas hasta muestras fi­

siol6g icas y bioqu!micas, as! como l~s de productos natura-­
les, alimenticios, farmac~uticos o industriales. 

Efecto de la Temperatura en CLAR 

un incremento en la temperatura produce cambios como un 

decremento en el tiempo de retenci6n, incremento en la efi-­

ciencia de la columna, tambi6n se mejora la capacidad de !a­

muestra y se incrementa la permeabilidad de la columna, la -

cual se refleja en una disminución en la presi6n. 

El aumento en la eficiencia resulta de un aumento en el 
coeficiente de difusión del salute al disminuir la viscosi-­

dad de la fase m6vil. sin embargo, en muchos casos la selec­

tividad no es afectada fuertC!l!lcnte por cambios en la tcmper~ 

tura. 

Las desventajas del uso de temperaturas elevadas es que 

disminuye la vida media de la columna sobre todo a pH eleva­

dos o en presencia de soluciones amortiguadoras o reactivos­

par i6nicos, ader.iás de que puede gasificarse algQn solvente­

y aumenta el ruido en el detector. 

Gradiente de Eluci6n 

En el gradiente de eluci6n en contraste con la eluci6n­

normal o !socrática, la composici6n de la fase m6vil se va-­

ría a trav6s de la separación, previendo un cambio continuo­
cn la fuerza del solvente de la fase m6vil que pasa a la co­

lumna haciendo que disminuyan los valores de Y.', por lo que-
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eluyen m4s r~pidarnente compuestos que tardarían mucho tiempo 
en condiciones isocr4ticas; as! se pueden lograr mejores se­
paraciones, en menor tiempo, m4s econ6micas que en condicio­
nes isocr~ticas; aunque la problem4tica del manejo de las --· 
condiciones de la fase m6vil aumenta considerablemente con ..: 
respecto a las isocr4ticas. 

componentes B4sicos de un cromat6grafo de Líquidos de -
Alta Resoluci6n. Esencialmente consiste de: 

Sistema de bombeo de fase m6vil (bomba y recipientes de 
solventes). 

Sistema de inyccci6n 
Columna 

Detector 

Graficador 

Pudiendo existir gran cantidad de acccsotios como: 

Bombas extra, pudiendo utilizar un gradiente de eluci6n 
Medidor de flujo 
Automuestreador con inyector automático 
Compartimento de columna con control de temperatura 

Prccolumna 
Recolector de fracciones 
Detectores extra 

Integrador 

Sistema de bombeo 

En el sistema de bombeo, la bomba es el principal com-­
poncnte y el m~s complejo, existen varios tipos de éstas sin 

que ninguna cumpla con l<is carilctcrísticao ideales que son -
en general: 
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Aliml?ntar a la column~ con un flujo de solv~ntc nin pul 
soeiones lo' c,n forma rl?produci.blc. 
Compatibilidad c~n todo tipo de solventes. 

º"º pu~da s~stoncr grandes p~csiones y mantl?ner un flu­
jo en un rahgo de a a 10 ml/min. 

Que no contribuya mucho on el volumen ~uerto. 

Que ofrezca seguridad si se utili~an solventen flamahlea~ 

La presi~n debida a la resistencin que ofrece la col~m­
na al flujo dl?pendc de: 

donde: 

n viscosidad de la fase m6vil 
V v~locidad lin~ar d~l flujo 
~ ~ lonqitud de la columna 

K con$tante del empaque de la columna alrededor d~ 

600 genct"almunto 

d ~ diámetro do partícula del sopo~to. 

Las bombas utilizadas en CL.AR s~ clnnifichn en: 

Bombas do desplazamiento contin~o: 

- Oo~plazomicnto continuo 
AmplificaQor de gas 

- Jeringa 

Bcmbas de d~spla~amiento intermit~ntc: 

- f'ori:;tSl ticas 
Oiafragm5.ticas 

- Do pistón rQc1prQco 
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Las bombas de desplazamiento continuo tienen la ventaja 

de proporcionar un flujo continuo, suave y sin pulsacioncsr­

sus desventajas son que tienen un rcservorio de solvente li­

mitado de modo que se debe interrumpir el flujo para rccar-­
garlo y que la composici6n del solvente no puede irse cam--­

biando durante la corrida de tal forma que no se puede usar­

e! gradiente de eluci6n. 

Las bombas de desplazamiento intermitente por el contr~ 

rio operan con reservorios de solvente abiertos a presión a~ 

biente por lo que recargarlos no es problema, ademSs pucdcn­

ser de gran volumen por lo que se coloca desde el inicio la­

cantidad que se calcula utilizari sus desventajas son que -­

proporcionan flujo con pulsaciones que contribuye significa­

tivamente en el ruido del detector. 

Sistema de Inyecci6n 

La introducci6n de la muestra en la columna es una ope­

raci6n muy importante para obtener una buena separaci6n, la­

forma de introducir la muestra, el volumen de la misma son -

factores que influyen en el anfilisis. 

Existen b5sicamente dos técnicas, que cada constructor­

lan atlapta en forma diferente que son: 

- I.a tl!cnica de detenci6n del flujo, la cual consiste -

en detener el flujo hacia la columna por medio de una v5lvu­

la, al mismo tiempo se remueve la muestra que se encuentra -

en una cavidad hncia la cabeza ele la columna y se reinicia -

el flujo, l:t difusión de la muestra durante el tiempo de - -

aplicaci6n es insignificante. 
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- Ls otra técnica cons.:i.!lle • en introducir la rn.u'=!stra dire.E_ 

tamente al flujo de la !a::;c to-6'-'il por r..edio de una jeringa y 

a travl!s de un tap6n de hule irr:iu'! irnpidc fugas de l<l !ase m~­

vil. -pero que puede ser penefr.".::llido pc.r a~:r..tjas. Tal sistema es 

ma:s adecuad.o para cuando la pr.-caitin --~ll baja. El tapOn de hu­

le puede deteriorarse con el toclvent::.o y prorlucir problemas. 

columna 

'fa se ha hablado de los di= _fcrC!ntcs tipos de empaques de 

las columnas que existen para~e;..11.dn tipo de C::om.:1to9raf!a. 

Tal. vez sOlo sería convenienttJt:n.eni:::io:i.<1r o.l.gunos cuidados g~ 

nerales que deben tenerse con h. eG col u:rnnas :y tener presente­

que cada tipo de columna requitr.-e do cuidados especiales de­

pendiendo de su empaque. 

Al9\lnos de los cuidados q\lt oc deb<!n t.oncr son: 

Evitarle qolpes y rnovirnienl\l:.•S bruscos 

_ Respetar su rango de pH 

Lavarla adecuadamente despu~g:s de u t1lizarla y dejarla -

en el disolvant.e o mezcla 1k disolventes apropiados. 

No llevar a cabo cambies brur.scos en t·l flujo que ne re­

.flejan en cambios de presi6~. 

Tener el cuidado de no P"-Si'.ll ¡JtJn l!quido que na est~ - -

bien filtrado pues part!cuLu e1o:troñas actu"rran como -

tap6n. 
Dcsgasificar perfectamente lot;::; l!qui.dos que SC! pasen a 
través de la columna, ya que lo a presencia de burbujas -

afectarían la presión y camblu:::'!:.r1a el. arr~glo del empa­

que. 

Los anteriores cuidados son p~r~-¡¡, e\'i1:.ar c.:tmbios químicos 

y físicos en el empaquQ que modifict~ ri11n J._¿i aficicncia de la. 

colllrnna. 
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Detectores 

La función de un detector en CLA.R es indicar la presen­

cia de un componente, separado en la columna, presente_ en el 

flujo de la fase mdvil cuando pasa a trav~s de una microcel­

da. 

No existe ninqan detector que cumpla con todas las cua­

lidades deseables que son: 

Estabilidad: es la capacidad de laborar continuamente y 

ser insensible a cambios en el ambiente externo. 

Sensibilidad: es el aumento de señal del detector por -

aumento de concentraci6n del soluto, debe tomarse en 

cuenta el ruido del detector. 

Linearidad: se refiere a que la señal del detector sea 

directamente proporcional a la cantidad del salute. 

Versatilidad: es la capacidad de trabajar en diferentes 
fonnas y condiciones. 

Selectividad: es que la respuesta sea diferente de uno 
a otro co~poncntc en la muestra. 

Los detectores m~s usados en CLAR son: 

Absorbancia de luz ultravioleta. 

Absorbancia de longitud de onda variable. 

Fluorescencia. 

Indice de refracci6n, 
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C) VALlOACION 

I.<l posibilidad de utilizaci6n de nuevas técnicas de nn! 
lisis, aderná.s de una gran v::iried.nd de rnt .. odos analíticos ya.­

existentes, hace que la clecci6n sobre cual m~todo es el rn~s 

apropiado sea dificil, por lo que es necesario recurrir a -­
t6cnicas estadísticas para conocer ln confiabilidad de los -

resultados de cada método analitico. 

Un m~todo analítico lo que hace es un~ medición o sea,­

una estirnnc~6n cornpar.ntiva de una cantidad, sin embargo toda 

medici6n tcndr~ un error por m4s bien realizada que 6sta sea, 

los errores pueden ser de dos tipos: 

- Error controlable o etrO% determinado~ es todo aquel­

error debido a una falta de control de calidad de la técnica 

analitica como puedo ser el •-iso de rcacti"Os mal cstandari2~ 

dos o impuros. blancos inapropiados, in~crfcrcncias, eriorcs 

instrumentales o de operaci0n 1 etc. 

- Error incontrolablo: es aquel error que permanece de~ 

pués de haberse hecho todos los esfuerzos para eliminar el -

error determinado. 

La validación de un método analrtico se refiere cnton-­
ces a la evaluaci6n cuantitativa del error indeterminado. Se 

puede d~finir validaci6n como la dctcrminaci6n del qrado dc­

veracidad de un proceso de mcdici6n. Esto implica una cvalu~ 

eiOn de un m~todo desarrollado. 

Un si9nificado alternativo de validación es "hacer v.'.íl!, 

do" en el sentido de producir el resultado deseado, rcfiri~~ 

dose a evaluar el proceso a la vez que ~stc se dcsarralla, 
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Dichas evaluaciones requieren de cierta metodología que 

puede ser adoptada dependiendo, de la t6cnica analítica y lo 

que se requiere de ésta, adcm5s de la aplicación que se lc­
quiera dar. 

Una gu!a general para la Validaci6n de M~todos an~liti­
cos puede ser la siguiente: 

1. Lincaridad 

- Sensitividad 

- Rango analítico 

- Rango de trabajo 

2. L!mite inferior de detección 
3. Exactitud 

4. Precisión 

- Repetibilidad 

- Reproductibilidad 

- Efecto placebo 

S. Especificidad 
6. Especificidad en estudios de estabilidad 

1, Linearidad 

La linearidad es una medida del grado al cual la curva 

de calibración annl!tica se aproxima a una l!nca recta que -

forme un ángulo de 45º con respecto a las abscisas, o el gr~ 

do al cual la sensitividad es constante, expresada la scnsi­

tividad como la relaci6n entre el error est~ndar de regre--­

si6n y la pendiente de la recta. Esto es la rclaciGn del ca!!! 

bio óe señal al cambio de la cantidad de sustanciil a anali--

zar. 

Existen dos variables, la sustancia analizadil y la se-­

ñal o el resultado que se obtiene, si los valores de estas -
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dos variables tio'.!ndcn a alinearse a lo larqo rle una l!nea 
recta se dice que ost5n correlacionados linealmente, si es -

ns! significa que cambios en una de las variables provocar~­

un cambio proporcional en la otra. 

Si los puntos definidos por parcjus de valores de las -

variables se representan 9r(lficamentc, ecndre~os una gráfica 

de correlaci6n, si los puntos en dicha gr:lfic."l se alinean en 

!!nea recta se dicQ que existe ::-egresión lineal. tina recta -

que se ajustu a los puntos se llama recta de regresión. 

Existen medidas num6ricas que indican el grado de corr~ 

laci6n o dispersi6n entre las que se encuentra el coeficien­
te de correlaci6n, el cual mide el grado de asociación li--­

neal entre las variables, es una cantidad sin unidades. Cuan 
to m~s cercano a 1.0 sen el valor del cocfici~ntc de corrcla 

ci6n obtenido rnás lineal scrn el método. 

El coeficiente de correlación se define por: 

r = 

Al determinar la linearidad es conveniente oue se deteL 

mine el rango anal!tico que se rc~uierc, esto es, la concen­
tración m:is alta y la mtis baja qui'.? se necesita que nos deLc,r 
mine el método con validE>z y el rango de trabajo ~ua nos in­

dica las concentraciones de las muestras que pueden ser ana­

lizadas por el r:iGtodo con valide;: y sin realizar cambios en­
la prcparaci6n de las muestras y bajo las ~ismas condiciones 

de operaci6n. 
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2. L!mite infc.>rior de detecci6n 

Es la menor cantidad o m!nima concentraci6n detectable 
del compuesto en análisis, con un grado de confianza especi­

ficado, que puede medirse con respecto a la señal producida­
por el ruido del aparato (en caso de que exista) y utilizan­

do las mismas condiciones de operación establecidas. Si exi~ 

te ruido, se considera conveniente que el limite inferior de 

detecci6n se fije en el valor en que la señal sea cuatro ve­
ces el valor del ruido. 

3. Exactitud 

Una t~cnica anal!tica es más exacta a mayor concordan-­
cia entre un valor determinado experimentalmente y un valor­

acc~tado de reterencia. 

La estimación de la exactitud de un m~todo está asocia­

da con la suma del error determinado y el error indetermina­

do. 

La exactitud de un m~todo anal!tico queda definido con­

la media de las observaciones renli::adas y el intervalo de _­

confianza al 95\ de probabilidad. 

I.C. 95% = z 1.96 Es 

Esto significa que tenernos el 95\ de probabilidad ~ue -

un resultado tenga una desviaci6n estándar entre ±·1.96 con­

respecto a la media. 

La mejor aproxirnaci6n es medir cantidades con_ocidas ad!_ 

clonadas a placebos del producto y como cada método es apli-
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cable a un rango específico de conccntracionen, ya que la -­

exactitud del m~todo puede variar dependiendo de las concen­

traciones, es conveniente evaluarlo ü varias concentrilcioncs. 

cuando la cx.'.lctitud del método no es muy bu.:na pero or.­

preciso, se puede corregir corriendo la sustancia de refero~ 

cia junto con el producto. 

4. Precisi6n 

La precisi6n de un conjunto de resultados .inalfticos o­

de mediciones repetidas de una misma propiedad es el grado -

de concordancia mutua entre los resultados individuales. 

Las formas de expresarla son con l~ desviación est~ndar 

y con la desviaci6n cstlinda:z.· relativa o coeficiente de vari!!. 

ci6n. 

La desviacidn est4ndar es una medida de la variabilidad 

o dispersi6n de 

de frecuencias. 

s • 

las observaciones es una distribución normal 

El coeficiente de variaci6n expresa el porciento de de~ 

viaci6n del método y per:nite comparar diversas muestras en-­

tre s! a pesar de que tengan medias diferentes. 

CV% = S/X (l 00) 

Nos podemos referir a la precisi~n de dos diferentes m~ 

neras como repetibilidad y como reproducibilidad. 
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- Rcpctibilidad: est~ relacionada con la dispersi6n de 

los resultados cuando se ha reducido al rn!nimo el error de-­

terminado; o sea, que la precisi6n en este caso se determina 

a partir de resultados obtenidos por un solo analista, usar.­

do los rnisr::o::i aparatos, condiciones técnicas y bajo un es--­

tricto control de calidad. 

- Reproducibilidad: ::ie refiere a la precisión de un mé­

todo cuando se consideran lo::i resultados obtenidos por dife­

rentes analistas, en diferente::¡ aparatos y en distintos días, 

aCin m<ts entre diferentes laboratorios, por lo gue se hablar5 

de reprodicibilidad int8r-a~alistas o inter-equipo, etc. 

- Efecto Placebo: es necesario dislucidar el posible 

efecto que pueden tener las sustancias auxiliares de la for­

rnulaci6n {en caso de que varíe la cantidad de éstas), sobre­

la precisi6n del rnétodo analítico. 

En este caso la precisi6n será la concordan=ia entre -­

las determinaciones hechas manteniendo constante la cantidad 

de sustanci.:i .:i determinar y variando las concentraciones dc­

placebo en las muestras. Es importante que se realicen redu­

ciendo al mjxi~o el error controlable para que los posibles­

cambios o variaciones sean s61o debido al placebo. 

5. Espccificidad 

Especificidad o selectividad son t~rrninos que indican -

que la respuesta obtenida despu~s de un ensayo se debe cxcl~ 

siva:r.ente a la sustancia que se desea determinar y no u otra 

u otras sustancias que est~n o pudie~an estar presentes en -

la muestra a analizar, esto es que dichas sustancias no in-­

terfieren entre s!. 
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Para dc~ostrar djcha propiedad se realizan an5lisis dc­

placcbos de la sustancia en cuestión, identificando que la -

res; ~:Psta correspondiente a esa sustancia no tiene ningan V!!_ 

lar ~:~ el placebo. 

En algunas ocasiones es necesario usar no s6lo al plac~ 

bo, sino adcm~s sustancias ajenas que pudieran en un momento 
dado estar presentes. 

6. Especificidad en Estudios de Estabilidad 

Para el establecimiento de que un m~todo analítico es -

especifico en estabilidad para una sustancia dada es necesa­

rio demostrar que ningún producto de óegradaci6n va a inter­

ferir en el an5lisis. 

Los productos de dcg~adaci6n pueden provenir de la mis­

ma sustancia, de los dem~s ingredientes de la formulaci6n o­

de interacciones entre ellos. 

Para determinar lo anterior se someten tanto el produc­

to como placebos de cada componente de la formulaci6n a con­

diciones extremas de temperatura, oxidaci6n, hidrolisis, e~­

posici6n a luz, etc. con el objeto de producir degradacione~ 

se analizan posteriormente para determinar si se producen in 

terferencias. 



FORMULARIO 

1. Medidas descriptivas. 
l.- Media muestrea!. (i) 

X 
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x 1"" sumatoria de todos los valores de lu ;¡ obaerv11ciones 
de x. 

n B n~mero de observaciones 

. 2,-Desviaci6n estándar muestral IS). 

(X} - iJ_2 
s • 

n - 1 

n -1 e grados de libertad 

J,-Error estándar Es 

Es • s 
ñ 

4.-Intcrvalo de confianza de la media al 95~ da probabilidad, 

(I.C.95\) • 

t ~ valor cr!tico de t de Student. 



s. Coeficiente de variaci6n. (CV\I. 

CVi a ..§ X 100 ;¡ . 

II. Correlación y regresi6n lineal. 

1,- Ecuaci6n de la recta de regresión y/x. 

2.- Pendiente de la recta de regresión. (mi 

m="~xy - frx! !r41 
· nt'x2 - {rx) 2 
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3.- Intercepto ·ae la recta en la ordenada al origen. (b). 

4.- Coeficiente de correlaci6n. (r). 

n~xy -s:xs:y 

s.- Sensitividad. 

rn 
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01 MO?.:OGAA!'II\S 

CLORfflORATO DE PlRIOOXIUA 

Nombres Qu!rnicos y Sinónimos: 5-hidroxi-6-rnetil-3,~, Pi 
ridinmetanol clorhidrato; 3-hidroxi-6-rnetil-3,4-piridincarbi 

nol clorhidrato; 2-metil-3-hidroxi-4,5-dilhidroximctil) piri 
dina clorhidrato¡ 3-hidroxi-4,5-dimetil-ol- picolino clorhi­

drato: piridaxal clorhidrato: Vitamina B6 clorhidrato; Ader­

mina clorhidrato: clorhidrato de hexabion. 

rormula desarrollada: 

O
N 

H3c 

HO- -CH
2

CH 

1 
cu2oH 

F6rmula Condens«da: c 8H11No3 ·Hcl. 
Peso Molecular: 205.64. 

• HCl 

Porcentaje de composici6n: C:46.72%, H:S.88\, Cl:l7.24\ 1 

N: 6.91\~ 0:23.34\. 

Descripción: cristales blancos o incoloros, o polvo 

cristalino blanco, estable al aire, cuando se expone a la -­

luz se altera ligeramente, inoloro, con ligero sabor salino 

arnarqo. 

solubilidad: l.D gr. se disuelve en alrededor d~ 4#~ ml 

de agua, 90 ml de etanol al 96\; es soluble en propilengli-­

col, escasamente soluble en acetona, prácticamente insoluble 

en ~ter y cloroformo. 
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Acidez o Alcalinidad. pH: una soluci6n al 10\ p/v en -­

agua produce un pH de J.2, una soluci6n si p/v en agua tiene 

un pll de 2 .J a 3.5. 

Ensayos de Identidad: 

- Temperatura de fusi6n: funde entre 202° y 206º e con 

una ligera descomposici6n. 

- Espectro infrarrojo: el espectro de absorci6n infra-­

rrojo de una dispersi6n de la muestra en aceite mineral cxhl 
be máximos s6lo a la misma longitud de onda que una prepara­

ci6n similar de un estándar de Clorhidrato de Piridoxina. 

- Espectro ultravioleta: la absorci6n de luz en el ran­

go de 230 a 350 nm, de una soluci6n de 0.001% p/v en ácido -
clorh!drico 0.1 M exhibe mfiximos sólo a 290 nm; Alli, lcml a 

290 nm es alrededor de ~30. La absorci6n de luz en el rango­
de 230 a 350 nm, de una soluci6n preparada por diluci6n de 1 

ml de una soluciéin O.l't p/v en Scido clorhídrico O.lM a lOO­

ml con 0.025 M de una soluci6n .umortiguadora de fosfatos, e~ 

hibe dos m~ximos a 254 nm y a J24 nm; A(l%, l cm) a 254 nm -
es alrededor de 180 y a 324 os alrededor da 350. 

sita 

- En cada uno de dos tubos m.:i.rcados cor.:o ;, y D st.• depo­

rnl de una soluci6n acuosa que contenga 100 ug de la -

muestra por ml, a cada tubo se agregan 2 ~l de soluci6n 1:5 

de acetato de sodio, al tubo A se agrega l ml de agua desti­

l~da y al tubo E l ml de soluci6n 1:25 de ~cido b6rico y se 

mezcla. Los dos tubos se enfrí.:in aproximadamente a 20º y con 

rapidez se le agregan 1 ml de una soluci6n alcoh61ica 1:200 

de 2,G-dicloroquinona clorimitla: en el tubo,\ lie produce una 

coloración azul que r~pidamcnte se desvanece y cambia a rojo 
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café en pocos minutos, la coloración azul no aparece en el -

tubo e. 

- A una solución 1:200 do Clorhidrato de Piridoxina se 

agregan 0.5 ml de solución reactivo de ~cido fosfotugstico: 

se forma un precipitado blanco. 

ca positivas las pruebas de cloruros. 

Claridad y color de la solución: una soluci6n de un St 

p/v es limpia o muy ligeramente opalescente, 

Ensayos de Pureza: 

- P6rdida al secado: cuando se seca al vacío sobre s!l! 

ca gel durante cuatro horas a 100-lOSºC hasta peso constante, 

la p6rdida no debe ser mayor de o.si de lo pesado. 

- Contenido de cloruros~ en un recipiente provisto de -

tapón de vidrio se disuelven cerca de 500 mg en SO_ml de me­

tanol, se agregan 5 ml de Scido ac6tico glacial y dos a tres 

gotas de soluci6n indicadora de eosina amarillenta y se val2 

ra con soluci6n O.lN de nitrato de plata. Cada ml de la sol!! 

ci6n 0.1 N de nitrato de plata eauivale a 3.545 mg de Cl 

el contenido de cloruros es entre lG.9 y 17.6% calculado so­

bre la base anhidra. 

- Residuos de Ignici6n: no más de 0.1%. 

- Metales pesados: una soluci6n 5\ p/v de la muestra, -

se neutraliza con soluci6n 1:3 de amoniaco utilizando papel­

tornasol: se agregan 2 ml de 5cido acetico diluido y se dil!! 

ye con agua destilada hasta 25 ml, el límite de metales pes~ 

dos es no más de 30 ppm. Preparar el estándar usando solu---
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ci6n de estSndar de plomo (l ppm de Pb). 

Potencia Requerida: debe contener no menos de un 98\ y 

no m:S:.S que el equival-ente de un 100.5% de c 8u11 NOjHC1 calcu­

lado sobre la base anhidra. 

Valoraci6n: en una mezcla de 10 ml de ácido ac6tico -­

glacial y 10 rnl de solución reactivo de acetato mercGrico se 

disuelven aproximadamente 400 rng de la muestra de Clorhidra­

to de Piridoxina calentando ligeramente hasta disoluci6n. La 

soluci6n se enfria a temperatura ambiente, se agregan dos 92 

tas de soluci6n indicadora de violeta de cristal y se valora 

con soluci6n 0.1 N de ácido pcrcl6rico. Se efect6a una prue­

ba en blanco y se hacen las correcciones necesarias. Cada ml 

de soluci6n 0.1 N de Scido percl6rico equivale a 20.56 mg de 

C8H1 ¡NOjHCl. 

Conscrvac16n y almacenaje: presérvese en recipientes 

herméticamente cerrados y protegidos de la luz. 

Toxicolog!a: no se ha descrito s!ndromc de hipervitami­

nosis. La ad~inistraci6n de clorhidrato de piridoxina aún en 

dosis de formulaciones vitam1'.nicas normales, es equivalente­

ª una reducción en la dosis 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. 

Farmacodin<:1min: el clorhidrato de piridoxina es absor\•.!. 

do del tracto qastrointestinal y es conv~rtido a Ja form~ a~ 

tiva de fosfato de piridoxal. Es excretado en la orina como­

ácido 4-piridoxínico. La piridoxina no se cncucntril. ligada a 

prote!nas, pero sus metabolitos fosfato de piridoxal y piri­

doxal1 se encuentran total y parcialmente ligados a prote!-­

nas. 
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Usos: es un cofactor enzimático vitam!nico usado profi­

lScticamente para evitar deficiencias, terap~uticamente en -

colvusiones en infantes por deficiencia de piridoxina, en -­

anemia inducida por la deficiencia en adultos, en algunos t! 
pos de an~mia megaloblástica posiblemente causada por defi-­

ciencia de piridoxina, en el tratamiento de distrofia muscu­

lar, alcoholismo agudo y cistinuria, es utilizada como prof! 

!axis contra polineuritis en pacientes con terapia de isoni~ 

zida. 

Contraindicaciones: no existen contraindicaciones, sólo 

se deben tener precauciones por la reducción del efecto de -

la leodopa que produce la piridoxina. 

Dosis y rango de dosis: 

Profiláctica oral y parentcral 2.0 mq una vez al d!a. 

Terapéutica 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 diarios. 



65 

CLORHIORA.TO DE TI1\MlNA 

Nombres Químicos y Sin6nimos: 3-( [4-amino-2-metil-S-pi 

rirnidill metil)-5-(2-hidroxietil)-4-rnetil-cloruro, monoclor­

hidrato; clorhidrato de vitamina B1 1 cloruro clorhidrato de­

Tiamina1 clotiarnida; tiaminoli clorhidrato de aneurina. 

F6rmula desarrollada: 

• HCl 

FOrmula condensada: c 12u 1 7ClN4 os• HCl. 

Peso Molecular: 337.27 

Porcentaje de composicii'.Sn: C:42.73\, 11:5.JBt, Cl:21,03\ 

N:16,61\, Oi4.74\ 1 5:9.Sl\. 

oescripci6n: pequeños cristales blancos incoloros o un­

polvo cristalino, forman l~minas monocl!nicas agrupadas en -
rozetas, tiene un ligero olor a tiazol o a carne, con sabor­

amargo, expuesta al aire con humedad promedio la vitamina ªE 
sorbe una cantidad de agua correspondiente a casi un mol, -­

formando un hidrato, en forma seca la vitamina e~ estable y­

calcntfindola a lOOºC por 24 horas no disminuye su potcncia,­

la forma comercial contiene alrededor de 4\ de agu~. 

Solubilidad: 1.0 gr se disuelve en nlrcdcdor de 1 ml de 

agua, 18 ml de glicerol, 100 ml de alcohol 95%, 315 ml de al 

cohol absoluto, soluble en alcohol metílico y propilcnglicol, 
pr:ícticamente insoluble en Gter, benceno, _hexano y cloroformo. 
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Acidez o Alcalinidad. pH: una solución en agua destila­

da 0.1\ p/v da un pH de 3.58, soluciones en agua destilada -

de l\ a 2.St p/v dan un pH entre 2.7 y 3.4. 

Ensayos de Identidad: 

- Temperatura de fusión: es alrededor de 24SºC con des­

composición parcial. 

- Espectro infrarrojo: el espectro de absorción infra-­

rrojo de una dispersión de Tiamina en bromuro de potasio, -­

previamente secado a lOSºC por dos horas, exhibe m~ximos só­

lo a la misma longitud de onda que una preparación similar -

de un est~ndar de referencia de Clorhidrato de Tiamina, si -

aparece alguna diferencia, disolver porciones de la muestra 

y del estándar de referencia en agua, evaporar las solucio-­

nes y secar, repetir la prueba con los residuos. 

- Disolver 20 rng en 10 ml de agua. Añadir 1 ml de Scido 

ac~tico 2 M y 1.6 rnl de hidr6xido de sodio 1 M, calentar so­

bre un baño de agua por 30 minutos y enfriar, añadir 5 ml de 

hidr6xido de sodio 2 M, 10 rnl de una soluci6n 5% p/v de hex~ 

ciano fcrrato de potasio (Illl y 10 rnl de 1-butanol, agitar­

vigorosamente por dos minutos, la capa alcoh6lica exhibe una 

intensa luz azul fluorescente, particularmente sobre la luz­

ultraviolcta a 365 nm. Repetir la prueba usando 0.9 ml de hl 

dr6xido de sodio l.M y 0.2 gr de sulfito de sodio, en lugar­

de 1.6 ml de hidr6xido de sodio l M: no se produce fluores-­

ccncia. 

- Una soluci6n 1 en 50 responde a las pruebas de cloru-

ros. 

- Absorbancia de la soluci6n: la absorbancia de una so-
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luci6n de Clorhidrato de Ti amina l en 10 en a9ua d~stilada 'i 

después de haber sido .filt.rada a tt"avés de una poroosidBd :fi­

na no excedo de o.oz5, haciendo la lectura a 400 r.a.IP.1 con un­

cspectofot:6metro adecuado, usando celdas de 1 cm y e,.a9ua como 

blanco. 

- Claridad y color de la solución: se disuelve u un 13ra..mo 

de Clorhidrato de Tiarnina en a9ua destilada y se dlh; . .ruyo has­

ta 10 ml; el color de la soluci6n es cuanto ~~s co~ el de 
una dilucic::in de l. 5 1111 de soluci6n O. l N de dicromMo o de po­

tasio en agua destilada, a 1.0 lt. 

Ensayos de Pureza; 

.. P4rdida al secado: se desec#ln 500 1119 a lOS 0 c, l\~t'nntc 

dos horas: pierde cuanto mSs 5t de su peso. 

- Ni.trates: a 2 nil de una solucic::in l en 50 ao aih~a en 2-

tnl de ticido sulfQrico fr!o y sobreponer 2 ml de sulfato fll·• 

rroso s.R.: no se produce una tinci6n C<lfé en la uni6ndB°' ~­

las dos capas. 

- Residuos de i9nic!6n: no más de 0.2%. 

Potencia R~querida: debe contener no menos de 98\ y e:. 110-

m:Ss de 102% de c 12n 17ClN40S·HC1, calculado sobra base scce,..a.­

No menos de 20.6\ y no m."is de 21.2%. de Cl tot<il y no men~i;:2!1 • 
de 10. 4¡ y no m~s de 10. O\ de Cl presente como clorhidr.1to o, -

calculado sobre base seca. 

Valoraci6n: 

Solución concentrada de Clorhidrato de Tiamina. En ~11-:n 

matr-az volumétrico de 1000 ml se depositan aproximad~mentq--
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25 m9 de Clorhidrato de Tiamina, estándar de referencia, pr~ 

viamente desecado a lOSºC durante dos horas y teniendo la -­

precauci6n, durante la pesada, de evitar la absorción de hu­

medad, se disuelven en 300 ml de soluci6n diluida 1:5 de al­

cohol, el pH se ajusta a 4.0 con ácido clorhídrico diluido y 

se diluye hasta el aforo con el alcohol diluido acidificado. 

Se conserva bajo refrigeración y protegida de la luz. Esta -
soluci6n se prepara cada mes. 

- Solución estándar: un volumen adecuado de la solución 

concentrada tipo de Clorhidrato de Tiamina se diluye cuanti­

tativamente con ~cido clorh!drico diluido 1:50 hasta obte-­

ner una solución estándar que contenga 0.2 ug de Clorhidrato 

de Tiamina, por ml. 

- Soluci6n por valorar: disolver 25 mg de Clorhidrato -

de Tiamina en una solución 0.2 N do ácido clorh!drico, di--­

luir con esta misma solución hasta 500 ml y mezclar. Diluir­

esta solución con ácido clorh!drico 0.2 N, hasta obtener una 
solucidn cuyo contenido estimado sea aproximadamente 0.2 ug/ 

ml. 

- Procedimiento: en cada uno de tres o m~o tubos de en­

sayo u otros recipientes adecuados con capacidad aproximada­

de 40 ml, transferir cuantitativamente 5 ml de solución es-­

tándar, a cada uno de dos de los tres tubos de ensayo se - -

agregan rápidamente empleando uno o dos S!?gundos y agitando, 

J ml del reactivo oxidante y empleando cuando m.'.is JO segun-­

dos se agregan 20 ml de alcohol isobut!lico, la soluciGn se­

mczcla fuertemente durante 90 segundos, agitando manualmente 

los tubos o en un vortcx, en el tubo de ensaye que contiene­

sdlo soluci6n estándar, se prepara un blanco, sustituyendo -

el reactivo oxidante por un volumen igual de solucidn l :70 -

de h.idrdxido de sodio y procediendo de la misma manera. 
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En cada uno de tres o m5s tubos de ensaye iguales a los 

anteriores, se depositan cuantitativamente 5 ml de la solu-­

ci6n por v.:i.lornr, el contenido de estos tubos se trata de la 

misma manera que se indica para los que contienen la solu--­

ci6n estándar. A cada uno de los seis tubos o del total uti­

lizados, se agregan medidos con pipeta volum6trica 2 ml de -
alcohol etilico deshidratado, se agitan y se dejan separar -

las fases, se decantan aproximadamente 10 ml de la soluci6n­

clara sobrenadante, de alcohol isobut!lico, se depositan cn­

celdillas apropiadas y se mide la fluorescencia en un fluor~ 
metro adecuado. 

- C:ilculos: la cantidad de c 12 11, 7ClN40S•HC1 en ug, en -

cada 5 ml de la soluci6n por valorar: se calcula por medio -

de la siguiente fdrrnula: (A-b)/(S-d), en donde A y S son los 

promedios de las lecturas de fluorescencia de las porcioncs­

de la soluci6n por valorar y de la solucidn estándar, respeE 

tivamente. Se calcula la cantidad en mg de c 12H17cin4os·HC1, 

en lo muestra tomando en cuenta las alicuotas tomadas. 

- Soluciones empleadas: 
- Solucidn de ferricianuro de potasio: disolver en agua 

destilada 1.0 gr de ferricianuro de potasio y diluir a 100 -

ml, se prepara el d!a que se va a emplear. 

Rcilctivo oxidante: i!".czclar '1 ml de la soluci6n de fc­

rricianuro de potasio con suficiente soluci6n 1:70 de hidró­

xido de sodio hasta 100 ml, debe emplearse s6lo dentro de -­

las siguientes cuatro horas después de su preparaci6n. 

Cloro total: disolver 0.2 gr de Clorhidrato de Tiamina­

cn 20 ml de agua destilada y ilñadir 1 rnl de :icido nitrico 2H 

y 15 ml de soluci6n valorada de nitrato de plata 0.1 M, fil­

trar, y lavar el residuo con agua destilada y titular el fi! 
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trado y lavados con solución valorada de tiocianato de amonio 

0.1 M usando como indicador una solución al 10\ p/v de sulf~ 

to de amonio f~rrico (III). Cada ml de nitrato de plata 0.1-
M equivale a 3.545 mg de cloro. 

Cloro presente como clorhidrato: disolver 0.2 gr en 20-

ml de agua destilada de Clorhidrato de Tiamina y titular con 

hidróxido de sodio 0.1 M solución valorada, usando soluci6n­

de azul de bromotimol como indicador hasta que aparezca un -

color azul-verde indicativo de un pH de 7. cada ml de hidró­

xido de sodio 0.1 M equivale a 3.545 mq de cloro presente e~ 

mo clorhidrato. 

Conservación y almacenaje: consérvese en recipientes no 

metálicos, herméticamente cerrados y resistentes a la luz. 

Toxicología: efectos indeseables se presentan cuando la 

tiamina es administrada varias veces en dosis mayores a la -

dosis terap~utica, laa reacciones tóxicas se producen con i~ 

yecciones de SO mg y una muerte rápida fue reportada dcspu6s 

de una inyección intravenosa de 100 mg. Grandes dosis posi-­

blemente interfieren con el metabolismo de otros miembros -­
del grupo vitamínico B y posiblemente precipitan los s!nto-­

mas de otros estados de deficiencia en pacientes desnutridos. 

Farmacodinamia: el clorhidrato de Tiamina es absorbido 

del tracto gastrointestinal y es distribuido ampliamente a -

la mayoría de los tejidos del cuerpo. No es almacenada en -­

grandes cantidades en el cuerpo y las cantidades en exceso -

de tiamina a los requerimientos del organismo son excretados 

en la orina como tal o como su netabolito pirimidina. 

Usos: es cofactor enzimático vitamínico, utilizado en -

el tratamiento de Beriveri, en deficiencias de vitamina a 1 ,­

cn mal nutriciones, en la e~cefalopat!a de Wernickcs, en las 
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neuritis originadas por alcoholismo, embarazos y la de la p~ 

lagra. 

Contraindicaciones: el riesgo de un shock anafiláctico­

se incrementa con la adrninistraci6n repetida de clorhidrato­
de Tiamina por vta parentcral. Se debe tener la precaución -

de no administrar grandes dosis de clorhidrato de Tiamina en 
pacientes desnutridos. 

Dosis y rango de dosis: 

Oral profiláctica: S a 10 mg diarios 

Oral terapéutica: 10 a 35 mg tres veces al d!a 

Parentcral profiláctica: 5 a 10 mg diarios 

Parentcral terap6uticB: 10 a 20 mg tres veces al día. 

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

·.> 
Nombres Qu!micos y s'1n6nimos: ácido Amida nicottnico, -

niacinamida, ácido amida-3·.~piridincarbox:tlico, nicotilamida, 
. •\ 

piridina-3-carboxamida. Jí · ,, 
Fórmula OcsarrollAda: 

0-N 

Fórmula Condensada: c6H6N20 
Peso Molecular: 122.13 

Porcentaje de Composici6n: C:59.01,, H:4.95\, N:22.94\ 
0:13.10\. 

Descripción: polvo cristalino blanco o cristales incol2 

ros, con un olor d~bil caracter:r.stico y un sabor salado y -

amargo, sus soluciones 10\ p/v en agua son neutras al papcl­

litrnus, absorbe insignificantes cantidades de humedad a hum~ 

dades relativas superiores al 90\ y a 25ºC, forma sales cris 
talinas con .5.cidos, destilo. a 150-160ºC a 5 x 10- 4 mm llg. -

Solubilidad: 1.0 gr de nicotinamida se disuelve en alr~ 
dedor de 1.0 rnl de agua, en 1.5 ml de ctnnol al 96t, en 10.0 

rnl de glicerol, y es ligeramente soluble en Gtcr y clorofor­

mo. 

A.cidcz o Alcalinidad. pli: una soluci6n al 5% p/v produ­
ce un pH de 6 a a. 
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Ensayos de Identidad: 

- Temperatura de fusión: funde entre 128° y 131°c. 
-- Espectro ultravioleta: en una.matraz volum~trico de -

1000 ml se disuelven 20 mg de la muestra, la solución se di­
luyo con agua destilada hasta el aforo y se mezcla, obteni~rr 

dese una solución 1 en 50,000 1 se determina la absorbancia -

en celdillas de 1.0 cm a 245 y 262 nm, en un espcctofot6me-­

tro adecuado, usando agua destilada como blanco, una solución 

similar de un estándar de referencia tendrá máximos y m!ni-­

mos a las mismas longitudes de onda e igualmente ~cdidas, la 

relación A254 tA262 , es entre 0.63 y 0.67. 

- Espectro infrarrojo: el espectro de absorci6n infrn-­

rrojo de una dispersión en bromuro de potasio de nicotinami­

da sólo debe exhibir rn5ximo& a la misma longituO de onda que 

una preparación similar de un est6ndar de referencia. 

- En un tubo de ensayo se depositan 20 mg de nicotinaml 

da y se agrega una lenteja de hidróxido de sodio, se calien­

ta suavemente sobre una flama, se percibe olor a amoníaco, -

si la mezcla se calienta a mayor temperatura se percibe olor 
a piridina; tambi~n puede realizarse con 0.1 gr de nicotina­

mida y 1.0 ml de hidróxido de sodio 2.0 M. 

- A 2.0 ml de una solución 0.1\ p/v, añadir 2.0 ml de -

una soluci6n de bromuro de cian6geno, posteriormente 3.0 rnl. 

de soluci6n 2.S'i p/v de anilina y ngitnr, se produce una co­

loración a~arilla. 

- Claridad y color de la :;oluci6n: una soluci6n de 0.25% 

p/v es limpia y no más intensamente coloreada que la solu--­

ci6n de referencia. 
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Ensayos de Pureza: 

- Pérdida al secado: secando sobre s!lica gel durante -

cuatro horas, la pérdida no debe ser mayor que un 0.5\ de lo 

pesado: o secado sobre pent6xido de f6sforo por ocho horas a 

una presión ~ue no exceda de alrededor de 20 mm Hg, la pérd! 

da no debe ser mayor de un o.si de lo pesado. 

- Contenido de cloruros: disolver 2.5 gr de nicotinami­

da en 50 ml de agua destilada, 15 rnl de la solución deben -­

cumplir con la prueba de límites para cloruros. 

- Compuestos nitrogenados: a 2 ml de una soluci6n al --

5.0\ p/v, añadir 0.2 ml de hidrdxido de sodio 10.0 H y deja~ 

lo por cinco minutos; la soluci6n no debe colorear m&s que -

el cst~ndar de referencia. 

- Sustancias fácilmente carbonizables: en 5.0 ml de &e! 

do sulfdrico S.R., se disuelven 200 mg de nicotinamida, la -

coloración de la solución no es más intensa auc la de la so­

lución de referencia tipo I o un fluido de Matchin A. 

- Residuos de ignición: cuando más e1 0.1\. 

Metales pesados: en 10 ml de agua destilada se disue! 

ve 1.0 gr de la muestra, se agregan 7.5 rnl de solución 1.0 ~ 

de ácido clorhidrico y se diluye con agua destilada a 25.0 -

ml; el limite es de 30 ppm. Preparar el estándar usando una­

soluci6n estándar de plomo (1 ppm de Ph.}. 

- sustancias relacionadas: llevar a cabo el m6todo por­

cromatografta en capa delgada, usando silica gel GF 254 como­

sustancia de soporte, dejar ascender el solvente 10 cm cerca 

de la 11nea de aplicaci6n. Use como fase m6vil una mezcla de 

48 volCfmenes de cloroformo, volCimenes de agua y •15 voléir.ienes 

de etanol absoluto. Aplicar separadamente al crot:".aioplaca 
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5 mcl de cnda una de las dos soluciones en una mezcla de vo­
ldmcnes iguales de etanol (96%) y agua conteniendo en (1) E\ 
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 15mpara de UV., teniendo un máximo do ab­
sorción alrededor de 254 nm. cualquier mancha en el cromato­
grama obtenido con la soluci6n (1), aparte de la mancha pri~ 
cipal no debe ser más intensa que la mancha en el cromatogr~ 
ma obtenido con la soluci6n (2). 

Potencia re~uerida: debe contener entre 98.5 y 101% de 
C6H6N20 calculado con referencia a la sustancia seca. 

Valoración: pesar exactamente alrededor de 300 mg. de -
nicotinamida y disolverla en 20 ml. de ácido acético glacial 
anhidro, se calienta ligeramente si es necesario para disol­
verla totalmente, se agregan 100 ml de benceno y dos gotas -
de soluci6n indicadora de violeta de cristal. Titular con s2 
luci6n O.l N de ~cido percl6rico hasta el cambio de color a­
azul-vcrde, hacer una prueba en blanco para las correcciones 
necesarias, cada rnl de solución O.l N de ficido pcrc!6rico -­
equivale a 12.21 mg de c 6u 6r: 2o. 

- Pesar exactamente alrededor de 200 mg de nicotinamida, 
transferirla a un matraz volumétrico de 500 ml, disolver en­
agua destilada y diluir con la misma a volumen, mezclar esta 
solución, tomar 5 ml con pipeta volumt!trica y transfurirlos­
a un matraz volum~trico de 100 ml diluir con agua destilada­

ª volumen y mezclar. Di~olver exactamente la cantidad pesada 
de estándar de referencia de nicotinamida en agua destilada­

y diluir cuantitativamente hasta obtener una solución con -­
una concentración conocida de alrededor de 20 mcq/ml. 
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Determinar de la misma manera las absorvancias de ambas 
soluciones en celdas de 1 cm a la longitud de onda de m~xima 

absorvancia alrededor de 262 nm, con un espectofot6metro ad~ 

cuado, usando agua destilada como blanco. Calcular la canti­

dad en rng de c 6 u 6N2 en la muestra de nicotinamida tomando la 

f6rrnula !OC {Am/As) en la cual e es la concentraci6n en rncg/ 

ml de est~ndar de referencia de nicotinamida en la soluci6n­
estnndar, tun y As son las jbsorvancias de la soluci6n de ni­

cotinamida y de la solución est~ndar respectivamente. 

Conservaci6n y almacenaje: la nicotinamida debe guardaE 

se en un recipiente herm~ticamente cerrado. 

Toxicología: la nicotinamida no produce los efectos ne­
gativos del ~cido nicot!nico y no produce vasodilataci6n, D~ 

sis elevadas pueden producir un anormal funcionamiento del -

h.:tgado. 

Farrnacodinamia: es absorbida del tracto gastrointosti-­

nal r~pidarnente y es distribuida ampliamente en los tejidos­

de1 organismo. Los rnetabolitos metilados y oxidados son ex-­

cretados en la orina. 

Usos: es componente del complejo de Vitaminas B, es fa~ 

tor cnzimjtico, utilizada principalmente en la prevenci6n y 

tratamiento de la pelagra hipercolesterolem!a. 

Contraindicaciones: como resultados de algunos estudios 

se sugiere que la administraci6n durante el embarazo se evi­

te ya que una no completamente probada teratogenicidad se -­

evidenció en dichos estudios, 
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Dosis y rango da dosis: 

Profiláctica: oral o parentcral de 10 a JO mg diarios. 

Terapéutica: ·oral o parenteral de 50 a 500 mg diarios 

en dosis divididas. 

El rango de dosis es de 10 a 500 mg diarios. 
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RIBOFLAVINA-5- FOSFATO DE SODIO DIHIDRATADA 

Nombres Químicos y Sinónimos: 7,B-dimetil-10-(o-ribit-l 

y L} isoalloxazin 5'-fosfato de sodio dihidratado;·vitamina­

e2 fosfato de sodio; Riboflavina fosfato de sodio; mononu-­

cle6tido de flavina; Riboflavina-5-fosfato sal ester monos6-

dica de sodio; rnononucle6tico de alloxazin; citoflavina; co­

flavinasa. 

Fórmula Desarrollada: 

OH OH OH 
1 1 1 

CHiCH•CH•C H•C H2 • HP04Na 

1 . 

,.._l .... · ···NH 
HJCa~· •. ·· .. ·• Hx;"'.· .".'!O 
H3C ........... '- , N . 

o 

F6rmUla Condensa.da: c 17H20N4Na09P• H20 

Peso Molecular: 514.4 

Porcentaje de Composici6n: C:40.44\, H:4.67\, N110.89\, 

Na:4.47\, 0.34.21\ 1 P:6.03\, 

Descripción: polvo cristalino amarillo o amarillo naran 

ja, o cristales amarillos, inoloro o casi inoloro, hiqrosc6-

pico, con gran sensibilidad del ester fosfato a la de~truc-­

ci6n por luz UV. 

solubilidad: soluble en agua: a pll-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 9Gi, -­

prácticamente insoluble en cloroformo y éter • 

.Acidez o Alcalinidad. pH: el pff te6rico de una soluci6n 

acuosa de un milimol/150 ml de agua destilada es 4.5, el pH 

de una soluci6n l en 100 es entre s.o y 6.5: el pH de una s2 

luci6n 2 en 100 es entre 4.0 y 6.3. 

Ensayos de Identidad: 

- Espectro ultravioleta: la absorci6n de luz en el ran­

go de 230 a 350 nm, de una capa de 2 cm de una soluci6n ----

0. 000Si en una soluci6n amortiguadora de fosfatos pH 7.0 ex­

hibe m~ximos s6lo a 266 nn; la absorvancia a 266 nm, es alr~ 
dedor de 0.61. 

- A una soluci6n de 1 rng en 100 de agua destilada es de 

coloraci6n amarillo verdosa y pálida, por transmisi6n de luz 

tiene una intensa fluorescencia verde amarilla, la cual des~ 

parece con la adici6n de 6cidos minerales o ~lcali. 

- A un ml de una soluci6n 0.10% se añace l ml de hidró­

xido de sodio lM, se expone a radiación de luz uv., por 5 mi 

nutos, añadir suficiente ~cido acético 6M para hacer la sol~ 

ci6n ácida al papel azul de litrnus y agitar la mezcla con 2-

ml de cloroformo; la capa de cloroformo exhibe una fluorcs-­

cencia amarilla. 

- Disolver con ayuda de calor O.l gr en 1,0 ml de .licido 

clorhídrico SM, añadir 10 ml de etanol al 96\, enfriar en un 

baño de hielo, inducir la cristalizaci6n y filt~ar a través­

de un crisol de Gooch (Bs porosidad ?Jo. 4) el residuo dcspul!s 

de lavar con éter y secar ~icnc una tempcraturj de !~ni6n de 
alrededor de 2oo~c. 

EE . ~' 
UI 
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- A o.s gr añadir 10 ml de ácido n!trico, evaporar la -

me2cla sobre un baño de agua caliente hasta sequedad, quemar 

el residuo hasta que el carb6n sea removido, disolver el re­

siduo en 5 ml de agua destilada y filtrar, el filtrado obte­

nido responde a las pruebas para sodio y fosfatos. 

- Rotación óptica especifica: entre +37° y +42°, calcu­

lada sobre la base seca determinada a una soluci6n ~n ácido­

clcrh!drico SN, conteniendo 150 mg en cada 10 ml y ·~ntro de 
los 15 minutos después de preparada. 

Ensayos de Pure:a: 

- Pérdida al secado: secar al vac1o sobre pcnt6xido dc­

f6sforo a lOOºC por cinco horas, la pérdida no debe ser ma-­

yor de 7.5, de su peso. 

- Residuos de ignición: no más de 0.25\, 

Fosfatos libxcs: 

a) Solución de ácido rnolibdico: diluir 25 ml de soluci6n 

de molibdato de amonio (7 en 100) con agua destilada a 200 -

ml, a esta dilución añadir lentamente 25 rnl de ácido sulfGri 

co 7.5 N y mezclar. 

solución de sulfato !errase: prepararla justo antes de­

usarla, hacer una soluci6n l en 10 de sulfato ferroso en áci 

do sulfárico 0.15 N. 

Preparaci6n del est~ndar: preparar una solución en agua 

destilada conteniendo 44.0 rng de fosfato de potasio monobási 

co en cada rnl. 
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Preparación de la solución de la muestra: transferir 

300.0 mg de riboflavina 5'-fosfato de sodio a un matraz vol~ 

metrico de 100 ml, disolver y diluir con agua destilada a v2 

lumen y mezclar. 

procedimiento: transferir 10 ml de cada una de las sol~ 

cienes, del est6ndar y de la solución de la muestra a matra­

ces c6nicos de 50 ml separadrunente, añadir 10 ml de solución 

de Scido mol!bdico y 5 ml de la soluci6n de sulfato ferroso­

ª cada matraz y mezclar, determinar la absorvancia de las s2 

luciones en celdas de 1.0 cm, a la longitud de onda de m~xi­

m.a absorbancia alrededor de 700 nm, con un adecuado cspcctr2 

fotómetro, usando como blanco una mezcla de 10 ml de agua 

destilada, 10 ml de ~cido mol!bdico y 5 ml de solución de -­

sulfato ferroso: la absorbancia de la solución a probar no 

debe ser mayor que la de la solución del cst~ndar (ll como -

fosfato). 

b) Disolver 100.0 mg de riboflavina 5'-fosfato de sodio 

en suficiente agua destilada, en un matraz volum~trico de --

100 ml, llevar a la marca con agua destilada, tomar 5 ml dc­

esta solución y diluirlos con 5 ml de agua destilada, añadi~ 

les 5 ml de una soluci6n amortiguadora de sulfato de cobre -

pH,..4.0, 2 ml de una solución J'i p/v de molibd.:ito de amonio,-

1 ml de una solución recientemente preparada que contenga 2% 

p/v de sulfato 4-roctilaminofcnol y S't p/v de rnctabisulfito -

de sodio y 1 ml de '.lna solución rccicnt.cmcnt.c prcpat"ada quc­

sostcnga 3\ p/v de ácido perclGrico. Añadir suficiente .:tgua­

dcstilada, llevar a 25 ml y reczclar, ~cdir l.:i absorbancia a-

860 nm, dentro de los siguientes 15 minutos de la prcpara--­

ción de la solución, usar corno blanco una solución preparada 

de manera similar pero sin la sustancia cxJ:J.minada. La absc.r­

bancia no debe ser rnás gi:a.nde que la producid1l al repetir la 

opcraci6n usanCo unil solución preparada en !c.•rr."a similar con 

7.5 ml de una soluci6n estGndar de íosfatos con una concon--. 
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traci6n de 10 ppm. comenzando a partir de donde dice: añadir-

5 ml de una solución amortiguadora de sulfato de cobre pH~4.0 

riboflavina libre y riboflavina difosfato: 

Nota; hacer la prueba con todas las soluciones protegi­

das de la luz en todo momento, de ser posible usando matra-­

ces rojos. 

Solución amortiguadora de fosfatos pH=7.0: disolver - -

13.8 gr de fosfato monob6sico de sodio monohid1atado en alr~ 

dedor de 100 rnl de agua destilada, añadir 59.3 ml de hidr6x~ 

do de sodio 1.0 N, diluir con agua destilada a 2000 ml y me~ 
clar si es necesario ajustar a 7.0. 

Preparación del est6ndar: transferir 35.0 mg de están-­

dar de riboflavina a un matra~ cónico de 250 ml, añadir 20 -

ml de piridina y 75 ml de agua destilada, disolver la ribo-­

flavina con agitación frecuente, transferir la soluci6n a un 

matraz de 1000 ml, diluir con agua de:;tilada a volumen y me! 
clar, transferir 20 ml de enta soluci6n a un segundo matraz­

volum6trico de 1000 ml, ajustar l<i solución a p!lc6.0 con la­

adici6n de ácido sulfOrico O.l N (alrededor de 8 ml), diluir 
con una mezcla de agua destilada-dioxano, 3:1, a volumen y -

mezclar¡ esta soluci6n contiene 0,175 mg de riboflavina por­

cada ml. 

Preparación de la soluci6n de la muestra: disolver 100 

mg de riboflavina 5 '-fosfato de sodio en 10 ml de lil solu--­

ci6n amortiguadora pH= 7.0: preparar una tira de pa~cl crom~ 

tográfico de velocidad de flujo promedio u otro papel adccu~ 

do para electroforesis y saturar r:l papel con la soluci6n -­

amortiguadora pll=7.0; usando una micropipeta, aplicar 0.01 -

rnl de la solución muestra a lo largo de la l!nca estrecha fi2 
brc el sitio del cátodo de la tira de papel contenido en una 

cámara adecuada de electroforesis, agliCar un po~cncial de -
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aproximadamente 250 volts, permitir la electroforesis y con­

tinuar por seis horas, remover el papel de la c~mara. Detec­

tar cualquier riboflavina libre y riboflavina difosfato oh-­

servando la tira de papel con la luz Oe1 d!a o sobre luz ul­

travioleta ai es necesario. La riboflavina libre si está pr~ 

sente aparece como una b~nda cercana a la ltnea base y la r! 
boflavina difosfato aparece mlis lejos de la línea inicial. 

Precauci6n; la riboflnvina es destruida si se expone a­

la luz ultravioleta por m~s de cinco segundos. 

Cortar las respectivas bandaa y coloc.:irl.:iG en r.1atraccs­

cdnicos de 250 ml por separado, cada matraz contiene 35 ml.­

de una mezcla de aqu<l dcstil;ida ~· dioxano 3: l 1 dejarlas has­

ta que las manchas sean completa.mente eluidas de las tiras. 

Procedimiento; con un fluor6mctro adecuado determinar -

la máxima intensidad de fluorescencia de la soluei6n de la -

muestra y de la prcparnci6n del cst~ndar, usando una. longi-­

tud de onda de excitación de nlr~dedor de 440 nm y una long! 

tud de onda de runisi6n de alrededor de 530 nm. La fluoresce~ 

cia de la soluci6n de la rnucst~a no debo ser m~n grande quo­

la de la preparaci6n del estándar {6% de cada uno corno riba­

fla.vina). 

Lurniflavin.:¡: 

Preparar clorofor~o libre de etanol justo qntes de usar~ 

como sigue: agitar 2(1 ml de cloroformo suavemente pero eom-­

pleta~ante con 20 ml de agua durante tres minuto~, separar -

la capa de: cloroformo y lavar dos VCtCcs más con porciones de 

20 ml ac agua destilada. Finalmente filtra~ el cloroformo a­

trav!Ss de un papel filtre seco, agitar vi.gorosancntc por cin. 

co minutos con 5 gr de sulf~tn de sodio anhidro en polvo, d~ 

jar rcpo~ar la ~c~cla por dos ~oras y decantar o filtrür el-
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cloroformo limpio. Agitar 35 mg de riboflavina 5'-fosfato de 

sodio con 10 ml de cloroformo libre de etanol por cinco rnin~ 

tos y filtrar. La absorbancia del filtrado que se obtiene, -

se determina en celdas de 1 cm a una longitud de onda de 440 

nm, con un espectrofot6metro adecuado, el cloroformo libre 

de alcohol se usa como blanco, no debe exceder de 0.025. 

A JS mg de riboflavina 5'-fosfato de sodio añadir 10 ml 

de cloroformo libre de etanol, agitar por cinco minutos y -­

filtrar: el filtrado no debe ser m.1s intensa:r.ente coloreado­

que una soluci6n preparada por diluci6n de 3 ml de 0.0167 M 

de dicromato de potasio a 1000 ml con agua destilada. 

- Potencia requerida: debe contener no menos ouc el 

eQuivalente al 73• y no más que el equivalente al 79~ de ri­
bloflavina c 17a 20 N40. 

Calculado sobre la base seca. 

valoración: 

Nota: hacer la valoración protegiendo todas las soluci2 
nes de la luz, usar en todos los pasos material rojo. 

a) Prcparaci6n del est§ndar: transferir alrededor de 35 

mg de est§ndar de referencia de riboflavina, pesada exacta-­

mente, a un matraz c6nico de 250 ml añadir 20 ml de piridina 

y 75 ml de agua destilada, disolver la riboflavina con aqit~ 

ci6n frecuente, transferir la solución a un matraz volurn6tri 

co de 1000 ml, diluir con agua destilada a volurnen y mezclar, 

tranferir 10 ml de esta solución a un segundo matraz volumé­

trico de 1000 ml, añadir suficiente ácido sulfelrico O.l N -

{alrededor de 4 ml) p<:tra que el pH final de la ooluci6n sea­

entre 5.9 y 6.1, diluir con agua destilada y mezclar. La oo­

luci6n del cst:!:nd<:tr contione alrededor de 0.35 r..g de ribofl!!_ 
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vina por ml. 

Preparación de la soluci6n de la muestra 1 tr-::-ansfe.r ir a!_ 

rededor de 50 mg de riboflavina S '-fosfato di'.! 10daio, exacta­

mente pesados a un matraz c6nico de 250 ml, añaU~r 20 ml de­

piridina y 75 ml de agua destilada y disolver con .a llgitaci6n­

frecuente, transferir la solucic:Sn a un matraz vah.:.ur..~trico de 

1000 ml, diluir con agua destilada a volumen y te:=tclllr, tran.:! 

ferir 10 ml de esta solucidn a un segundo matraz~ volum~trico 

de 1000 ml, añadir suficiente Scido sulfarico 0,1 _ !I para 11,2. 

qar a un pH de la solucidn entre 5 .9 y 6 .1, dilul:._r con agua­

destilada a volumen y mezcl~r. 

Procedimiento: con un fluor6metro adecuado, a dclcrmim1r­

la m.1xima intcnsid.l.d de fluorescencia, l: 5 y Iu, de e la solu-­

cidn estSndar y de la soluci6n di'.? la muestra rlllpo cctivarncnte 

alrededor de 530 nm os la longitud de ond.:t que 1~ uao como -

excitante y la longitud de onda emitida es alredeOdor de 440-

nm. Calcular el contenido en mg de c 17 H20 N4 06 ar. lLla porc:Hln­

de riboflavina 5'-fosfato de sodio, usando la f(z=ula 100 C 

1Iu/I
5

) en la cual C es la conccntraci6n en m9/r.l del cst4n­

dar de refcrcnci¡i, de riboflavina. 

b) Hacer la valoración protegiendo de la lUI todas las-

soluciones. Disolver 0.1 gr en 150 ml de ag'.Ja de1L..:ilada,, añ~ 

dir 2 ml de ácido ac.:!tico glnciill y diluir a lOOD con a91.1ü -

destilada; n 10 ml añndir J.5 ml de acetato dC! 10JE3:i.o 0.1 n, 
diluir a 50 ml con ag1.1n destilada y medir l.:i .:i.bs1r-=banci.a de-

la soluci6n resultan te al m,'.'jximo alrededor de 441 nn, c.alcu-

lar el contenido de c 1 7 11 20 06 1•4 , tomando 323 como e· ;oil valor de 

A (1%, l cm) como el rnúximo alrededor de 444 nm. 

Conscrvnci6n y almacenaje: debe guardarsuc~""n reciple!!_ 

tes hcrm~ticamcntc cerrados y protegida de la lu1, 
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Toxicolog!a: la riboflavina es una sustancia inocua y -

las dosis altas no producen ningGn trastorno. 

Farmacodinamia: la riboflavina se absorbe bien tanto -­

por vta oral como parenteral, en la circulaci6n se encuentra 

ligada a prote!nas y una pequeña cantidad es almacenada en -

los 6rganos tales como htgado y riñ6n, el exceso de la canti 
dad administrada de los requerimientos del organismo es cx-­

cretada en la orina y leche. 

Usos: es cofactor enzimático vitamfnimo, muy activo bi2 

ldgica~ente, microbioldgicamente y enzim~ticamcnte, compone~ 

te de enzimas flavoprot~icas. su principal utilizaci6n es en 

el trata~iento de ariboflavinosis (deficiencia de riboflavi­

nal, adcm~s se utiliza junto can las dcm~s vitaminas del co~ 

plejo B en el tratamiento de la pelagra, Beriveri y con cie~ 

ta particularidad en manifestaciones oculares por deficien-­

cia del complejo B, como: conjuntivitis angular, estomatitis, 

vascularizaci6n cornea!, queratitis epitelial entre otras. 

Contraindicaciones: no existe ninguna contraindicaci6n 

para la administraci6n de riboflavina 5'-fosfato de sodio. 

Dosis y rango de dosis: 1.37 mg de riboflavina 5°-fosf~ 

to de sodio equivale a 1.0 mg de riboflavina. 

oasis profil~ctica: 1 a 4 mg diarios 

Dosis terapéutica: 5 a 10 mg diarios 

El rango de dosis es de l a 80 rn9 diarios. 
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CAPITULO III 

PARTE EXPERIMENTAL 

El trabajo experimental consistió en el desarrollo y -­

validación de una tGcnica de crornatografta de Liquides de Al 
ta Resoluci6n para la dcterminaci6n de Clorhidrato de pirid2 

xina, clorhidrato de tiamina, nicotinamidn y riboflavina -

5 1 -fosfato de sodio que se encuentran en la forrnulaci6n de -

un inyectable cuya p~escntaci6n es un frasco vial. 

El m~todo desarrollado por CLAR se basa en el fen6mcno­

de particidn de fase inversa o contraria, dentro de ~~te se­
utilizan dos mecanismos el de supresi6n de i6n que se consi­

gue ajustando el ptt de la fase m6vil a 2.30 y el de par ióni 
co donde se utiliza como contra i6n hexasulfonato de sodio y 
heptansulfonato de sodio disueltos en la fase móvil. 

Con dicho método se realizó la cuantificaci6n de las -­

cuatro vitami!lllS compa:::-ando las árcns obtenidas en un inte-­

grador entre las soluciones problema y las de referencia, -­

además de tener como est&ndar interno a la dipirona sódica.­

Se utiliza en la separación una columna empacada con silica­

gel recubierta de octadccilsilano. 
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Determinación de clorhidrato de piridoxina, clorhidrato 

de tiamina, nicotinamida y riboflavina 5'-fosfato de sodio. 

Aparatos y materiales 

Cromat6qrafo de L!quidos de Alta Resolucidn, Du-Pont, -

equipado con un espectrofot6metro ultravioleta de lon9i 
tud de onda variable, compartimento de columna, m6dulo­

de bombeo modelo 870 :t• recipi!!ntes para solventes. 

Integrador, Hewlett-Packard, modelo 3390A 

Potenci6metro, corning, modelo pHmeter 125. 

Balanza analítica, Mettler, modelo HJSAR. 

Baño ultrasdnico, Melter Electronics Corp. 

Bomba de vac!o, Gast MFG Corporation, modelo 0210. 

Parrilla de agitaci6n magnética, Thermolyne, Stir Plate 

Type 1000. 

Campana de extraccidn, Vece. 

Embudo de filtracidn, Milliporc de 250 ml. 

Matraz Xitazato, Pyrex de 1000 ml. 

Jeringa, Bccton-Oickinson de M~xico de 5 ml. 

Jeringa, Insulin-Hypo, Italy de l rnl. 

Membranas de filtracil5n, Millipore, tipo HA de un tamaño 

de poro de 0.45 M y de 47 y 13 mm de diámetro. 

Swinny de acero inoxidable de 13 mm de di~mctro, Millipore. 

Matraces volumétricos de 1000, 500, 500 y 250 rnl. Pyrcx 

Matraces volumétricos de bajo contenido Actínico de 250, 

100, 550 y 25 ml, Pyrcx. 

Vasos de precipitado de 2000, 250 y 50 ml, Pyrex. 
Pipetas volumétricas de 50, 20, 15, JO, S, 3, 2, y l ml 

Pyre.x. 

Pi zetas 

Perillas de succi6n. 

Agitador magnético. 

Pip':ta Pasteur. 



Reactivos: 

Agua destilada. US~ 

Metanol. GE. 
Acido Acético Glacial. RA. 

Acido Clorhrdrico concentrado. RA. 

1-n-hexansulfonato de sodio. 
1-n-heptansulfonato de sodio. 

Preparaci6n de la Fase Mdvil; 

Para preparar 1000 ml de la fase mdvil: 

•• 

~Medir con pipeta volumétrica 170 ml de metano! GE. y 

transferirlos a un matraz volum~trico de 1000 ml, añadir agua 

destilada y agitar, al mezclarse se produce un desprendimie~ 
to de calor, calcnt~ndose la solucidn, se deja enfriar hasta 

temperatura ambiente, llevar a volumen con agua destilada. 

- Pesar exactamente alrededor de 816,0 rnq de hexansulfE 

nato de sodio y 196,2 rng de hcptansulfonato de sodio, para -

obtener una conccntracidn de 0.004 M y 0.0009 M rospectiva-­

mente al transferirlos a un matraz volum~tr1co de 1000 ml, -

disolver con la mezcla do metano!: agua destilada 17:83 sin­

llevar a volumen, adicionar 10 ml de ~cido ac~tico glacial -

medidos con pipeta volum~trica, llevar a volumen con la rr.ez­
cla de metano!: agua destilada 17:83. 

- Transferir la soluci6n a un vaso de precipitado de 

2000 ml y determinar el pH de dicha solución con un potenci6 
metro adecuado, previamente hornogenizada la solución median­

te la agitnci6n en una parrilla de agitación magnética, sin­
dejar de agitar la solución y de determinar el pH !iC ajusta­

con a:cido clorhídrico concentrada el pH de la soluci6Q a - -
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2.30 ~ 0.01. 

- Filtrar la solución a través de una membrana de fil-­

traci6n con un tamaño de poro de 0.45 M. Pasar la soluci6n a 

un recipiente de disolventes del cromat6grafo y desgasificar 

sometiéndolo a agitación ultras6nica durante 15 minutos. 

Preparaci6n de la Soluci6n del Estándar Interno 

Pesar exactamente alrededor de 120 mg de dipirona s6di­

ca, transferirlos a un matra~ volumétrico de bajo contenido­

act!nico de 100 ml, disolver y llevar a la marca con agua 

destilada, agitar vigorosamente para obtener una soluci6n h~ 

mogénea. 

Preparaci6n del Entándar de Referencia 

Solución patrón: 

Pesar exactamente y transferir a diferentes matraces de 

bajo contenido act!nico de 25 ml de capacidad: 

110.0 mg de clorhidrato de piridoxina, EstSndar de r~ 

ferencia. 

- 90.0 m9 de clorhidrAtO de tiamina. Estándar de refc-­

rencia. 

550.0 mg de nicotinamida. Estándar de referencia. 

- 113.l mg de riboflavina 5'-fosfato de sodio. Estándar 

de referencia. 

Disolver y llevar a volumen con agua destilada, a9itar­

fuertemente. 

A un matraz volumétrico de bajo contenido actinico de -

100 ml de capacidad, añadir cuantitativamente; 
- 1,0 ml de cada soluci6n patr6n de las vitaminas. 

10.0 ml de la soluci6n del estándar interno, 



- 17.0 ml de metano! GE. 

Diluir y llevar a volumen con agua destilada, agitar 

vigorosamente. 

Preparaci6n de la Muestra 
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Tomar con una pipeta volum6trica l.O ml de la solución 

inyectable y transferirlo a un matraz volumétrico de bajo -­

contenido act!nico de 100 ml, al que se añaden cuantitativa­

mente 10.0 ml de la solución del est§ndar interno y 17.0 ml. 

da metano! GE., llevar a volumen con agua destilada y agitar 

vigorosamente. 

Procedimiento 

~nyecta.r en el Crornat6grafo de Liquides de Alta Rcsolu­

ei6n 50 ml tanto de la soluci6n del cst6ndar de referencia -

como de la muestra, bajo las siguientes condiciones de: 

Fase m6vil: Metano!: Agua destilada, 17:83 

1.0\ de ácido ac6tico 

pP. e 2.30 = 0.01 ajustado con ~cido clorhí­

drico conccntradc. 

o.004 M de hexansulfonato de sodio. 

0.0009 M de hcptansulfonato de sodio. 

Operaci6n: Velocidad de flujo= 1.3 ml/~in. 

Presión 100 BARs. 

Temperatura ambiente. 

Detector: Longitud de onda 280 nm. 

sensibilidad 0.02 UAET (unidades de absorbau 

cia er. escala total). 

Integrador: Atenuaci6n: 4 al inicio 
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3 despu6e de a.ue eluye la riboflavina 

5'-fosfato de sodio, aproximadamente a 

los 11 minutos. 

Velocidad de la carta O.S cm/min. 
Amplitud del pico o.16 

Urnbral de integración 4. 

Area de rechazo O (coro) 

Cero o, 0.2-0.s. 

Loe c4lculos para cada una de las vitaminas se realizan 

por separado, la forma general de realizarlos es: 

Calcular el área relativa de los picos de la siguiente­

manera: 

Area relativa del pico de la vitamina en la solución -­

del estándar de referencia lArEr). 

ArEr - B/C 

dando: 

B es el área del pico de la vitamina en la soluci6n del 

estándar de referencia. 

e es el área del pico del estándar interno (dipirona s~ 

dica) en la soluci6n del estándar de referencia. 

Area relativa del pico de la vitamina en la solución 

muestra (ArM). 

ArM .,. D/E 
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donde: 

D es el ~rea del pico de la vitamina en la soluci6n - -

muestra. 

E es el área del pico del est~ndar interno (dipirona s~ 
dica) en la soluci6n muestra. 

Calcular la cantidad de la vitamina en cada mililitro -

de la muestra usando la siguiente fOrmula: 

mg de vitarnina/ml ~ x PR x FO X P 
ArEr l,0 ml. 

donde: 

ArM: es el &rea relativa ücl pico de la vitamina en la­

soluci6n muestra. 

ArEr es el 4rea relativa del pico de la vitamina en la­

soluci6n del est4ndar de referencia. 

PR es la cantidad en miligramos de la vitamina en la so 

luci6n del est&ndar de referencia. 

FO es el factor de diluci6n. 

P es la potencia de la vitamina utili2ada en la prepar~ 

ci6n de la soluci6n del cst~ndar de referencia. 



" 
Especificidad 

Con el objeto de demostrar aue la respue1t=a de cada vi­

tamina se debe Gnica y exclusivamente a la v1t11.e1mina en cues­

ti6n, esto es que no existen interferencias dt1:::: diso1vcntes, 

est.!ndar interno, sustancias presentes en la Joormulac::i~n. ni 

de otras vitaminas. 

Se inyectaron diferentes soluciones prep1r-:adas de mane­

ra similar que las muestras, las 11oluciones inY•'iectadas Cue-­

ron de las siguientes sustancias: 

Blanco, t1nicarnente metano!: agua destilaja .l!!I 17183 

EstSndar interno. (dipirona s6dica) 

Placebo de cada una de las vitaminas deterir=rninada.s 

Cada vitamina por separado 

Est4ndar de referencia 

Muestra 

Se obtuvieron cro:natogramas en loa cuale1 e. se observó 

que la respuesta a cada vitamina corresponde 16¡;10 a elln., no 

existiendo ninguna interferencia, de otras s\uls anC"ias con 

las vit41llinas a determinar. 

se observ6 que la riboflavina S'-fosfatoda e aodi.o mues­

tra tres picos, correspondiendo los menores a ptt reductos se-­

cundarios de la s!ntesis, s6lo el pico mayor qua e <!S propia-­

mente la riboflavina s•-fosfato de sodio se d~\a-ermina .. 

Las dem.:is vitaminas presentan como señal u~ &olo pico. 
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CLORHIDRATO DE PIRIDOXINA 

LINEARIDAD 

Con el fin de determinar si la señal emitida por el de­

tector, y registrada y cuantificada por el integrador es pr2 

porcional a cambios en la conccntraci6n de clorhidrato de P! 

ridoxina en un amplio rango de concentraci6n, se determina-­
ron diferentes cantidades conocidas adicionadas al placebo. 

Los resultados se muestran a continuaci6n en la tabla No. 1-

y la qr.!fica no. 1. 

Mq adicionados Mq recuperados 

1. 736 1.718 

2.599 2.594 

J .472 3.432 

4.341 4 .272 

5.196 s.os6 

Tabla No. 1 

Linearidad del rn6todo para la determinaci6n de clorhi-­

drato de piridoxina por CLAR. 
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CLORHIDRATO DE PIRIDOXINA 

6.0 

• 
s.o 

• 
4.0 

• o 
"' o 3.0 e o 
~ 

u 
~ 

"' • 
ll' 2.0 r " o. 9999 

m • 1. 0367 

b 0.0709 

1.0 

mg. recuperados 

GRAFICA No. 1 
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CLORHIDRATO DE PIRIDOXINA 

ANALISIS ESTADISTICO DEL ME'l'ODO 

Con objeto de conocer la precisi6n y exactitud del mGt,E. 

do para la determinacidn de clorhidrato de piridoxina se ev!!. 

lu6 estad!sticamente. 

se presenta los resultados obtenidos al hacer rccobros­

de cantidades adicionadas conocidas do clorhidrato de pirid~ 

xina a su placebo que corresponden a un 80 1 100 y 120% de la 

cantidad etiquetada como 100%. 

Mg. adicionados mg. recuperados ' recuperado 

3.476 J.433 98.76 

J.476 3,425 98 .SJ 

J.476 J,418 98.33 

J.476 3,278 94,JQ 

J.476 J,342 96.14 

4.330 4.217 97.39 

4.330 4.300 99.Jl 

4.JJO 4.336 100. 14 

4°330 4.151 95.87 

4.330 4.336 100.14 

5.213 4.846 92.96 

5.213 5,066 97.18 

5.213 4 ,943 94.82 

5.213 5,052 96.91 

S.213 4.893 93.86 

;¡ .. 96.77\ Error (Es) "" o. 5aa 
s .. 2. 278 cv % .. 2.349 

Intervalo de confianza 95\ = 1.26 

Límites de confianza 95% = 96.97 ! 1.26 (98.24 a 95.72). 
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CLORHIDRATO DE TIAMIDA 

LINEARIDAD 

con el fin de determinar si la señal emitida por el de­

tector, registrada y cuantificada por el integrador es pro-­

porcional a cambios en la concentraci6n de clorhidrato de -­

tiamina en un amplio rango de concentraci6n, se determinaron 
diferentes cantidades conocidas adicionadas al placebo. Los 

resultados se muestran a continuaci6n en la tabla No. 3 y -­

gr4fica No. 2. 

Hg. adicionados Hg. recuperados 

1.391 1.405 

2.0Bl 2.090 

2.782 2.739 

3.468 3.409 

4.161 4.119 

Tabla No. J 

Linoaridad del método para la determinaci6n de clorhi-­

drato de tiamina por CLAR. 
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CLORHIDRATO DE TIAMINA 

s.o 

/ 

4.0 ,/ ,.-
m / ,g / 
~ 

3.0 e / 
-~ 

/ 
u 
~ 

"' ~ 
r " 0.9999 l!' 2.0 
m" 1.0264 

/ 
b 0.0486 

1.0 

'·º 2.0 3.0 4.0 s.o 
rnq. recuperados 

GRAFICA No, 2 
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CLORHIDRATO DE TIA.MINA 

ANALISIS ESTADISTICO DEL METODO 

Con objeto de conocer la precisi6n y exactitud del m~t2 

do para la determinación de clorhidrato de tiamina se evalu6 

estad!sticarncnte. 

Se presentan los resultados obtenidos al hacer recobros 

de cantidades adicionadas conocidas de clorhidrato de tiami­

na a su placebo que corresponden a un ao, 100 y 120% de la -

cantidad etiquetada como 100\. 

mg. adicionados 

l. 791 

2.791 

2.791 

2.791 

2.791 

3.465 

3.465 

3.465 

3.465 

3,465 

4.186 

4.186 

4.186 

4.186 

4,186 

x . 99.84 

s = 2.303 

Intervalo 

L!mitos de 

mg. recuperados 

2.786 

2.843 

2.717 

2.679 

2.725 

3.461 

3.555 

3. 581 

3.378 

3.540 

4.141 
4 .278 

4.193 

4.218 

4.076 

Error (Es) . 
cv ' . 

de Confianza 95\ . 1.256 

confianz4 95\ . 99.84 :t 

' 

D.595 

2.307 

1.256 

recuperado 

99.82 

101.86 

97.35 

95.99 

97.64 
99.88 

102,60 

103.35 

97.49 

102.17 

98.92 

102.20 

100.17 

100.76 

97.37 

1101.096 a 

98.584). 
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NICOTINAMIDA 

LINEARIOAD 

Con el fin de determinar si la señal emitida por el de­

tector y registrada y cuantificada por el integrador es pro­

porcional a cambios en la concentraci6n de nicotinamida en -

un amplio rango de concentraci6n, se determinaron diferentes· 

cantidades conocidas adicionadas al placebo. Los resultados 

se muestran a continuaci6n en la tabla No. 5 y grfifica No. 3. 

mg a·1icionados mg. recuperados 

8.665 S.989 

12.991 13.196 

17.330 17.172 

21.652 21.318 

25.983 25.025 

Tabla ?~o. s. 

Linearidad del m~todo para la doterminaci6n de nicotin~ 

midá por CLAR. 
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NICOTINAMIDA 
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GRAFICA No. 3 
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HICOTINAMIDA 

ANALISIS ESTADISTICO DEL METODO 

Con objeto de conocer l.a precisi6n y n1e:hc1:ltud del métg, 

do para la determinaci6n de nicotinamida u tvv.valu6 estad.!st.!. 

e amente. 

Se presentan 1os resultados obtenidos 111 t11ce: recobros 
de cantidades adicionadas conocidas de nicotlnn nanida a su pl!. 

cebo que corresponden a un 80, 100 ~· 120\ d1l1tlaca:itidad et! 

quetada como 100\. 

mq. adicionados mq. recuperados "' rec~pcrodo 
17.334 17.226 99. 38 

17.334 17.488 100. 89 

17.334 17.356 100. 13 

17.334 17.053 98. 38 

17.334 17.272 99·. 64 

21.664 20.934 96. 63 

21.664 21.409 98. 82 

21.664 21.202 97. 87 

21.664 20.903 96. 49 

21.664 21.661 99. 76 

26.001 24.315 93. 52 

26.001 24.869 95. 65 

26.001 24.625 9.;,. 71 

26.001 24.939 95. S2 

26. 001 24.211 93. 12 

;¡ -97 .39 Error (Es) - 0.611 

s -2.459 CV\ - 2. 521 

Intervalo de Confianza 95\ = l • 361 

Límites de Conf'ianza 95• a 97,39 :: l. Jll ¡ C!S, 751 a 

!G,029). 
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RlBOFLAVINA 5'-FOSFATO DE SODIO 

LINEARIOAD 

Con el fin de determinar si la señal emitida por el de­

tector, registrada y cuantificada por el integrador es pro-­

porcional a cambios en la concentracidn de riboflavina s•- -
fosfato de sodio en un amplio rango de concentraci6n, se de­

terminaron diferentes cantidades conociGas adicionadas al -­

placebo. Los resultados se muestran a continuaci6n en la ta­
bla No. 7 y gráfica No. 4. 

mg. adicionados mg. recuperados 

1.264 l .222 

1.886 1. 882 

2. 527 2.494 

3 .147 3.095 

3.772 J. 767 

Tabla No. 7 

Linearidad del m~todo para la determinaci6n de ribofla­
vina 5'-fosfato de sodio por CLAR. 
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RIBOFLAVINA 5'- FOSFATO DE SODIO 

s.o 

4.0 
m 
o 
"' • e 3.0 o - l u -"' • 2.0 

Ir ¡ 

i.o L 
r • 0.9998 

m 0.9955 

b 0.0385 

1.-0- 2.0 J.O '.o s.o 
mg. recuperados 

GRAFI.CA No. 4 
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RIBOFLAVINA 5'- FOSFATO DE SODIO 

AlU'i.LISIS ESTADISTICO DEL METODO 

Con objeto de conocer la precisi6n y exactitud del mé~ 
do para la detenninacidn de riboflavina 5'-fosfato de sodio­

se evalu6 estad!sticamente, 

Se presentan los resultados obtenidos al hacer recobros 

de cantidades adicionadas conocidas de riboflavina 5'-fosfa­

to de sodio a su placebo que corresponden a un 80, 100 y 120\ 

de la cantidad etiquetada como 100\. 

Hg. adicionados mg. recuperados .\ recuperado 

2.521 2.434 96.55 
2.521 2.491 96.81 

2,921 2.453 97 ,JO 

2.521 2,381 94.45 

2.521 2,536 96.63 

3.147 3.037 96.51 

3.147 3.110 98.82 

3.147 3.011 98.86 

3,147 J,062 97.30 

3.147 3.130 99.46 

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 3.693 97.65 

;¡ - 97.B7 Error IEs) = 0.407 

s - 1.575 CV\ - 1. 609 

Intervalo de Confian:r.a 95\ = 0.872 

Limites de Confian:r.a 95\ = 97.87 :e O.B72 198.742 a 

96.998). 
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CAPITULO IV 

RESULTADOS 

El m~todo desarrollado por Cromatograf!a de Líquidos de 

Alta Resolución para la determinación cuantitativa y simult! 

nea de clorhidrato de piridoxina, clorhidrato de tiarnina, n! 

cotinamida y ribOflavina 5'-fosfato de sodio en una fonnula­

ci6n parenteral, se validó y se determinó su precisión, exag 

titud y linearidad para cada vitamina empleando las siguien-

tes f6rmulas; 

Media 

Desviaci6n Está.ndar 

Error Estándar 

Porcentaje del Coeficiente 

de Variación 

Intervalo de Confianza 

para el 95\ de probab1 

lidad. 

Limites de Confianza -

para el 95\ de prcbabl 

lidad. 

Coeficiente de Correla­

ci6n 

Pendiente 

Ecuación de !a l!nea recta 

;¡ m'f: K/N. 

5 - lx 1-x1 2 

?l-1 

Es - §. 

N 

cvi - 5 
X 100 l! 

LC=i::_rc 

r ,,. u::c. xy - :i;: x :& y 

J{Nzx2 - l~l 2 l(Nzy2 -<i:yl 21 
m 

y -

n '.E XV - (f Xl (!:Y) 

n Z x 2 
- li:,x} 2 

rnx e b 
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Los resultados se muestran a continuaci6n en la tab1-a NO~ 

Parllmetro Clorhidrato Clorhidrato Nicotinamida Ribofl'avina 
Estad1st.!, de Pirido- de Tiar.i:iina 5 •-fosfato : 
co xi na de sodio 

N lS lS lS lS 
;¡ 96.98 99.94 91.39 . ·91~87 

s 2.218 2.303 2.459 :1-~-57s 

E o. ses o.sgs '0~'535 ':.o··.401 
IC 1.260 1.256 1¡361' 0.872 
9S• 

.. 
LC95\ 98.240 101.096 98 •. 151; a 98.142 • • • 

95.120 98.584 96.029 "96.998 

CV• 2.349 2.301 2.524 1.609 

r o. 9999 0.9999 0.9999 0.99S'B 

m 1.0367 1.0264 1.0767 0.9955 

b -o. 0709 -0.0486 -1.1312 o.oJes 

Tabla No. 9 

Resultado~ de Validaci6n Estadistica. 

En las siguientes p4ginas se muestran los cromntogrnrnns 

de las muestras con un 40, 60, ea, 100 y 120\ de la cantidad 

etiquetada de cada vitamina y el de un estándar de referencia. 

9 
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CROM.ATOGRMiAS 

1.- -ESTANDAR 

2.- 40\ DE LA FORMULACION 

3.- 60\ DE LA FORMULACION 

4.- 80\ DE LA FORMULACION 

s.- 100\ DE LA FORMULACION 

6.- 120\ DE LA FORMULACION 
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CROMATOGRAMA No. l 

ESTANDAR 
1 

2 

3 

.. 1 • Nicotinamida 
2. Clorhidrato do Piridoxina 

J. Riboflavina-5-fosfato de 
sodio. 

4. Clorhidrato de Tiamina 

s. Estándar Interno (dipirona 
sódica) 

5 

CROHATOGRAf'.A No. 2 

40\ de la-formulaci6n 

1 

2 
4 

1. Nicotinnmida 

2. Clorhidrato de Piridoxina 

J. Riboflavina-5-fosfato de sodio 

4. Clorhidrato de tiamina 

S. Estandar interno (dipirona­

sC:Sdica). 

5 
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CROMATOGRAM.i\ No. 3 

60\ de la formulación 

l 

2 

3 4 

l. Nicotinamida 
2 :- Clorhidrato de Piridoxina 
3. - Riboflavina-5-fosfato de sodi.' 

.4.- Clorhidrato de Tiamina 
5.- Estandar Interno (dipirona­

s6dica) 

CROMATOGRM1t1. No. 4 

801 do la forrnulaci6n 
l 

3 

' 

1.- Nicotinamida 
2.- Clorhidrato de PiridoKina 

J.- Riboflav~na-S-fosfato de sodi 
~.-Clorhidrato de Ti~mina 
5.- Estandar Interno {dipirona-

s6dicn). 

s 
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CROHATOORAMA No. 5 

100% de la tormulac.t~n 

2 

1. - Nicotinarnida 
2.- Clorhidr6to.de Plridoxins 
J.- Riboflavina-S-fo~fato de sodÁ 
4.- Clorhidrato de Tiamina 
s.- .Estandar interno ·{dipirona-

acSdica). 

CROMA~OGRAMA No. 6 

12:0\ d .. ~e la .formulación 
l 

2 

4 

1.~ Ni~otinamida· 

2.~ Clorhidrato de Piridoxlna 

J.~ RibOfl~vin~-5-fosfato de sodi 
4.- Clorhidrato de Tiamina 
s.- Estand~r interno (~ipirona­

s(Sdica). 
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CAPITULO V 

CONCLUSIONES 

Se logr6 el desarrollo de un m~todo anal!tico por Cro­

matograf1a de Líquidos de Alta Rosolueidn para determ! 
nar cuantitativamente en una soluci~n inyectable las -
cuatro vitaminas del Complejo b, proscntes en la· form~ 
laci6n, CLorhidxato de Piridoxina. 1 Clorhidrato de Tia­

mina, Nicotinamida y Riboflavina-S-fosfato de sodio. 

Sl m€todo desarrollado es espec!fico no existiendo in­

terferencia para la cuantificaci6n, sin embargo no cs­

eapec!fico para estudio~ de estabilidad. 

Se logrd la separación de Riboflavina 5'-fosfato de s~ 
dio de las otras vitaminas, no se encontró bibliogra­

f!a qua reportara esta separaci6n y cuantificaci6n só­

lo se encontraron reportes de no poderse realizar. Sc­

logr6 rnc.diante una combinación di? contra iones de Hep­

tansulfonato de sodio y Hc)(anfulfonato de sodio, adc-­

m4s de un ajuste fino de pH. 

En todos los casos, la lincaridad del método es muy -­
buena, no s6lo comparada el coefici~nte de corrclaci6n 

sino tambi~n viendo las gr~ficas obtenidas. 

La exactitud del m~todo es buena, teniendo rangos en -
los lírnites de confianza de 2 a Ji. 

La prccisi6n del rn6todc no es muy buen~, pero puede 

considerarse a::e:ptab~_e, ya que se considera q\H! una. 
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desviaci6n estSndar menor de 2.0 es muy buena. se obtu­

vieron en 3 casos desviaciones estSndar entre 2.J y 2.5 

las cuales pueden considerarse aceptables. 

El m~todo qued6 listo para su utilizacidn, obteniéndose 

un considerable ahorro en tiempo de an&lisis. 
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