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I. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El conocimiento de la distribucién y abundancia de las vitaminas en todo tipo de
productos para consumo, ha sido uno de los principales objetivos en la investigacion
general. Actualmente su uso se ha visio incrementado como consecuencia de los avances en
la tecnologia alimentaria y farmacéutica aunado a las investigaciones realizadas sobre el
papel que juegan las vitaminas en el organismo y su metabolismo.

Desde Jos primeros estudios que se realizaron para determinar vitaminas en productos
naturales hasta los controles que se¢ llevan a cabo actualmente en la fabricacion de
medicamentos, uno de los factores en los que se ha puesto mayor énfasis es el método de
analisis para la identificacion y cuantificacion de dichos compuestos.

Particularmente la fabricacion de vitaminas en inyectables requiere de un método
analitico que cumpla con los requisitos indispensables para asegurarnos la calidad y
confiabilidad de este medicamento, ademas de cumplir con olras caracteristicas como son:
cconomia, rapidez y gencillez. No obstante los meétodos reportados poseen ciertas
desventajas que hacen dificil y complicado su uso o ne cumplen con alguna de las
caracteristicas antes mencionadas.

Una técnica que puede proporcionarnos todas estas caracteristicas s la Cromatografia

en Capa Fina de Alta Resolucién en combinacién con la Densitometria la cual puede
cumplir con el control de calidad de los medicamentos.
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II. FUNDAMENTACION DEL TEMA

Ei andlisis de las sustancias que son vitales para los organismos, ha constituido una
parte fundamenta! en el conocimiento de los mismos; su estudio ha permitido entender la
funcién que desempefian dentro de fos ciclos biologicos, asi como determinar la manera de
controlar su fabricacién, extraccion, produccion, etc. mediante el control de calidad de
dichas sustancias.

Dentro de la gran variedad de elementos que existen para mantener la
homeostasis/equilibrio bioquimico de los organismos, encontramos a las Vitaminas.
Aunque estas sustancias se conocen desde hace ya mucho tiempo, el estudio sobre su
dosificacién es relativamente reciente asi como el de su produccion industrial; es por ello
que los métodos analiticos para el control de calidad en fa fabricacion de medicamentos
vitaminicos ha venido evolucionando rapidamente desde los afios setentas™”

Los primeros analisis de vitaminas fueron realizados empleando métodos biolégicos, en
donde los efectos especificos producidos por las vitaminas en animales de experimentacion
servian de base para la valoracién cuantitativa de las mismas. Sin embargo estos métodos
son normalmente caros y con margenes de error usualmente altos, por otro lado fa
experinicntacion con animales se ha visto limitada a ciertas dreas de la investigacion (36)

Otros sistemas de andlisis reportados consisten en procedimientos quimicos o
fisicoquimicos produciendo generalmente reacciones coloridas. Estos métodos se emplean
cominmente en la Industria Farmacéutica; en general son répidos, baratos y con margenes
de error pequefios por lo que su uso ha permanecido restringido a fos ensayos de
identidad.*'243429)

Existen ademas métodos microbiolégicos los cuales han sido ampliamente utilizados en
la determinacion de vitaminas del grupo B, se caracterizan por poseer una alta sensibilidad
y especificidad; sin embargo presentan el problema de requerir tiempos de analisis largos,
al menos 24 hrs, asimismo presentan altos mérgenes de error (~10%) en la cuantificacion,
por fo que se utilizan en la determinacion semicuantitativa de vitaminas ' **%

Actualmente los procedimientos oficiales para la evaluacion de vitaminas en el control
de calidad de medicamentos, especificamente Tiamina, Piridoxina y Cianocobalamina
consislen en:

1} Ef empleo de Cromalografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC) en la cual se
inyecta directamente al sistema la muestra problema y las soluciones de refetencia,
analizando los tiempos de retencidn y las dreas producidas.

2) Cromatografia de Gases para cianocobalamina, empleando alcohol cetilico o alcohol
X 5 I
deshidratado como fase movil '**”

3) Analisis por fluorescencia de la muestra y estandar al ser tratados con un reachivo
oxidante (ferricianuro de potasio/NaOH 3.5N) para la tiamina. w1
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Todos los casos anteriores presentan varias desventajas que se deben considerar al
momento de elegir un método analitico. Una de ellas son los tiempos de andlisis, sobre todo
en HPLC que provoca el retraso ¢n la entrega de resultados, consumo de horas hombre y
por tanto gastos a la compaiiia, entre otras. Existe también ¢l problema del consumeo de
solventes, el volumen de solvente por analisis es efevado y en ocasiones el estudio no
justifica una inversién de esta naturaleza, ademéas de generar altas cantidades de
contaminantes sin mencionar que actualmente los intereses ecolégicos estin siendo de gran
interés. Si consideramos el tema de calibraciones el manejo de estindares es de suma
importancia debido a que deben prepararse varias soluciones implicando un gasto de
reactivos y mucho tiempo de andlisis principalmente.

Par otro lado nos ofrecen algunas ventajas importantes, la precisién y sensibilidad que
se pueden alcanzar con estos sistemas son elevadas, sobre todo los equipos
cromatograficos, sirven de manera excepcional para estudios con limites de aceptacion muy
cortos {generalmente medicamentos de alto riesgo). La versatilidad de estas metodologias
es muy grande y se pueden emplear practicamente para identificar cualquier compuesto.
Actuatmente ef desarrollo fuerte se ha realizado en la Cromatografia de Liquidos con la
introduccion en el mercado de equipos muy sofisticados que aumentan las aplicaciones de
estos sistemas, por ejemplo: las conexiones en red via fax-modem, correo electronico,
satélite, internet, etc. Su campo de aplicacion en investigacion cada vez es ayor dada su
alta especificidad y reproducibilidad, estando presentes en todos los institutos reconocidos.

Tomando en cuenta todos estos factores, se continua en la bisqueda de sistemas que
nos permitan un analisis répido, eficaz, confiable y econémico. Una técnica que puede
ofrecemnos todas estas caracteristicas es Ja Cromatografia en Capa Fina de Alta Resolucion
(HPTLC) 16.12.355

La Cromatografia en Capa Fina (TLC), técnica muy antigiia, ha existido desde la época
de Aristoteles''’; aunque durante algin tiempo fue olvidada, actualmente se esta retomando
gracias a los avances tecnoldgicos que han existido al respecto, encontrandose una serie de
novedades y aplicaciones en distintos sectores: industrial, ambiental, docencia,
investigacion, efc.

E] desarrollo principal que se ha realizado a esta técnica es fa produccion de sorbentes
con un tamafio de particula entre 5 - 50 pm y espesores de capa hasta de 250 pm U asi
coma una gran variedad de placas cromatograficas: NH2, dio}, CN, RP-2, RP-8, RP-18, etc.
creandaose de esta forma Ia Cromatografia En Capa Fina de Alta Resolucién (HPTLC) 39
Aunque este avance en gencral es reciente ha sido objeto de numerosos estudios desde hace
aproximadamente 15 afios. Los primeros reportes datan de 1969 por Stahal quien fuera uno
de los pioneros en ¢l uso de fa Capa Fina, utilizando este método para determinar y valorar
prineipios activos de compuestos naturales incluyendo las vitaminas. 5

A partir de aqui se inicio una revolucién constante tanto en instrumentos como en
aplicaciones en torno a fa HPTLC. Investigadores como Koleva,M. Ebel,S. Bidlo,S y otros
O8I . ; o
¢ : ! ticnen reportados numerosos estudios en donde realizan severos andlisis a la
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técnica, ellos hacen especial énfasis cn los posibles errores y fuentes de variacion que
pueden existir, dado las numerosas variables que intervienen en un proceso cromatografico.
Asimismo analizan las relaciones existentes entre la estructura quimica y los solventes
hayando una interferencia directa sobre fos valores de Rf, de esta manera se inicia el estudio
de polaridades y O8H202832) gy vestigadores como Prosek,M. Kucan,E. Alert,D. y
colaboradores empiearon HPTLC en el estudio de alcaloides encontrando una serie de
venlajas y desveniajas en el uso de esta técnica que sirvieron como guia para posteriores
investigaciones. Jork,H y Wimmer (3.9.11.2028.32.) reportaron en 1986 cuantiosos avances ¢h
la técnica incluyendo aplicacién y lectura de muestras.

A la par de la tecnofogia de la HPTLC han existido muchos avances tanto en
aplicacion, desarrollo de cromatogramas y lecturas "in situ" de las muestras mediante el uso
de la Densitometria, considerandose aplicaciones detalladas y cuantitativas de las muestras
sobre placas de HPTLC. Fenimore,D. Xu,G. Kolarovi,L. y otros GAOINITIE2IN gogde {980
se han encargado de desarrollar y emplear estas nuevas tecniologias llevando a cabo estudios
que van desde cromatografia monodimensional, hasta estudios mas avanzados como son
desarrollos bidimensionales, de gradiente e incluso el empleo de sistemas computarizados
para su mangjo y lecturas tanto en espectroscopias visibles, ultravioleta, infarrojo o
fluorescencia. Fue precisamente en el afio de 1980 cuando se realizo el 1° Simposium
Intemacional de HPTLC, en donde investigadores como Howarth,P. Butler,H. Ebel,S
(5.10.13.47.18.21.37) expusieron los avances hasta entonces logrados.

Aunque en 1969 Stahal publica un escrito sobre algunas aplicaciones de TLC en la
industria @ no fuc sino hasta 1985 que Kiaus,R.®? y Langhorst,M.L.%* esclarecieron las
areas en que la HPTLC se ha estado empleando presentando algunos resultados de estos
trabajos los cuales incluian parametros de validacion de métodos como linearidad, precisién
y exactitud. Esto dio la pauta para introducir la HPFTLC en controles industriales, tal es el
caso en 1987 de Bidlo-igloy ! y Renger,B. ™' quienes reportaron ¢l uso de esta técnica
paca determinar cuantitativamente compucstos de interés farmacéutico, dando especial
¢énfasis en ¢l estudio de mezclas multivitaminicas.

Ei analisis de vitaminas, como se mencioné anteriormente ha sido realizado desde hace
ya mucho tiempo y de una manera muy completa, no obstante el empleo de la TLC y
HPTLC en esta rama no hace mucho q}ue fueron iniciados. Los primeros reportes
publicados registran desde 1969 con Stahal 8) quien empleo la TLC para valorar vitaminas
en mezclas complejas y productos naturales, analizd también vitamina A y vitamina C en
presencia de glicidos y alfa-tocoferol; aunque lejos de plantear la TLC como método de
control de calidad, Stahl sent6 las bases para cumplir con este objetivo. Fue Nutal,R.%" en
1971 quien empleo la TLC en el andlisis de multivitaminicos, considerando este método
como técnica secundaria para la cuantificacion de vitaminas.

Posteriormente en 1973 KolevaM y Joneidi,Mm’ estudiaron las vitaminas D2 y D3 en

inycctables, asi como sus productos de degradacion bajo el empleo de TLC vy
Densitometria. Wintersteiger.R.H"’ en 1981 continuo con cl estudio analizando alcoholes
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por TLC incluyendo vitaminas D2 y D3 planteando las bases para la validacién del método
y dando asi un paso importante en ¢l desarrollo de HPTLC.

La etapa de 1982-1987 resulté muy fiuctifera para esta rea puesto que investigadores
como Kofmanl, LinetskyM. KrehulaM. ChuX., Watskins,T.R. ¥ colaboradores
(2263441453 oo fearon HPTLC y densitometria por andlisis computacional para determinar
cuantitativamente compuestos multivitaminicos, principalmente en los grupos B y D,
planteando una nueva alternativa como control de calidad de estos compuestos; sus estudios
generaron una gran cantidad de informacién que aun ahora sigue vigente. Fue
Raushkolob,E.W. ¥ quien en 1990 completo una revisién bibliogrifica estableciendo fos
principales factores que afectan al analisis de vitaminas por HPTLC.

Estudios mas especificos también se han realizado como es el caso de Tiamina,
Piridoxina y Cianocobalamina, aunque no han sido muy abundantes. Stahl®® investigo el
comportamiento de éstas vitaminas empleando TLC, sin embargo los procedimientos de
deteccion consistian en raspado de la placa o uso de reveladores. En 1979 Giibitz,(j.”5 :
desarrollo un método por TLC y Densitometria para determinar Cianocobalamina, este fue
¢l primer reporte de cuantificacion "in situ" para estas vitaminas. Tiehelman 7" desde
1974 comenzo sus estudios det grupo B por TLC y file en 1981 cuando acopld la espectro-
densitometria al andlisis de compuestos multivitaminicos; asi en 1985 Ebel, 5. y Ni,Q.
comenzaron sus estudios en base a la estabilidad de las vitaminas especificamente Tiamina
identificando sus compuestos de degradacion. Fue Fank,W.(**) en 1990 quien analiz6 un
producto farmacéutico del grupo B por HPTLC y Densitomefria, concluyendo de esta
manera la labor para la introduccion de dicha técnica al control de calidad de
medicamentos.

Aun falta un aspecto importante a tratar de HPTLC y es la validacion de la técnica, los
estudios al respecto son realmente escasos, se tienen datos de Renyer,B. Shutter,J y Ebel,S.
©9.30313 on el control de calidad de medicamentos por HPTLC, mangjando algunos
parametros de validacion, sin embargo lejos de ser procedimientos cstandarizados u
oficiales carecen de datos suficientes para tat efecto.

Dadas lfas condiciones de la actual industria farmacéutica en México, se requieren de
estudios que certifiquen la validacion de los métodos de control por HPTLC y siende tan
escasos estos trabajos se ve ia necesidad de trabajar en ello para poder emprender el camino
af uso de un método ripido, econdmice, sencillo, confiable y tan versatil como lo es la
Comatografia en Capa Fina de Alta Resolucion.
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[1l. GENERALIDADES
3.1.- VALIDACION

Todo método analitico tiene como propdsito el determinar al analito en una muestra
siendo un procedimiento que involucra un proceso de medicion el cual daré como resultado
una respuesta analitica, siendo Ia validacion la evaluacion del grado de confiabilidad.

La definicion oficial de validacién aceptada por las empresas es la siguiente: “se define
como el proceso por el cual queda establecido, por estudios de laboratorio que la capacidad
del método satisface los requisitos para las aplicaciones analiticas deseadas™'® las
caracteristicas del método son expresadas en términos de parAmetros analiticos (1642 que a

continuacion se describen.

a)- Precision: La precision de un método analitico ¢s el grado de concordancia entre
resultados analiticos individuales cuando el procedimiento es aplicado
repetidamente a maltiples muesirecs de una muestra homogénea del producto.
Es usualmente expresada como el porciento de desviacion estandar o desviacion
estandar relativa {coeficiente de variacion). La precision en una medicidn es
indicativo del grado de reproducibilidad y/o repetibilidad del método analitico
bajo circunstancias normales de operacion.

b).- Repetibilidad: es la precision de un método analitico expresada como la concordancia
entre determinaciones independientes realizadas bajo las mismas condiciones de

trabajo.

¢).- Reproducibilidad: Es la precision de un método analitico expresada como la
concordancia entre determinaciones independientes realizadas bajo condiciones

diferentes de trabajo.

d).- Exactitud: La exactitud de un método analitico es la concordancia entre un valor
obtenido experimentalmente y el valor de referencia. Se expresa como el
porcienio de recobro obtenido del andlisis de muestras a las que se les han
adicionado cantidades conocidas de la sustancia,

¢).- Linearidad: Es la capacidad que tienc un método analitico para elucidar que los
resultados son directamente,(o0 por unma transformacién matematica),
proporcionales a fa concentracidn del analito en muestras dentro de un intervale
determinado. La linearidad es usualmente expresada en términos de varianza
alrededor de ta regresion lineal calculada en base a una relacién matematica
establecida de los resultados obtenidos por el andlisis de muestras con
concentraciones variables del analito.

El caleulo de linearidad se realiza en base a un anlisis cstadistico por el método
de minimos cuadrados aunque en algunos casos se obtiene la proporcionalidad
entre los ensayos y las muestras por medio de transformaciones matematicas
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previas al analisis (exponenciales, potenciales, logaritmicas, polinomiales,
cinéficas, ete.)

f).- Limite de deteccién: Se define como la minima concentracion del analite en una
muestra que puede ser detectada pero no necesariamente cuantificada, bajo
condiciones experimentales establecidas.

g).- Limite de cuantificacién: Es la minima concentracion de analito en una muestra que
puede ser determinada con precisién y exactitud aceptables bajo condiciones
experimentales establecidas. Es UN pardmetro necesario para la evaluacion de
compucstos en niveles muy bajos, como impurezas y compuestos de
degradacion.

h).- Especificidad: Es la capacidad que tiene el método para determinar exactamente y
especificamente el analito en presencia de ofros componentes presentes en la
matriz o muestra.

i).- Estabilidad: Es la propiedad de una muestra preparada para su cuantificacion, de
conservar su integridad fisicoquimica y la concentracién de la sustancia de
interés, después de almacenarse durante un tiempo determinado bajo
condiciones especificas.

Los ensayos analiticos pueden variar desde evaluaciones subjetivas hasta mediciones
altamente cuantitativas; considerando esto, es entendible que existan diferentes esquemas
de validacién (ver tabla-I) desglosado en diferentes categorias dependiendo de la naturaleza
del ensayo, de donde:

CATEGORIA I: Métodos analiticos para cuantificacién de los componentes mayoritarios
en una mezcla de sustancias o los principios activos en productos farmacéuticos
terminales.

CATEGORIA II: Métodos analiticos para determinacion de impurezas o componentes de
degradacién en productos farmacéuticos terminados. Ellos incluyen ensayos
cuantitativos y pruebas de limites.

CATEGORIA 1II: Métodos analiticos para evaluacién de caracteristicas de mejoramiento
(disolucidn, sustancias relacionadas) y/o biodisponibitidad.

CATEGORIA IV: Métodos analiticos validados que seran reevaluados, involucrando una
modificacidn en las condiciones de operacidn y sin cambio alguno.
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Tabla-1
Evaluaci6n de parametros dependiendo de la naturaleza del ensayo

Parametro  Ensayo Ensayo Ensayo Ensayo
analitico Categoria Categoria Il  Categoria Categoria 1V
| 11
T De Cuantitativo Sincambio  Con cambio
Prueba en en
condiciones  condiciones
Precisién X X ) X . X
Exactitud X X X X X X
100%
Linearidad X X X X X X
del sistema
Lincaridad X X X X X X
del método
Limite de X X
cuantificacio
n
Limite de X X X
deteceion
Especificidad X X X X X
Tolerancia X X X
Estabilidad X X X

3.2, CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA DE ALTA RESOLUCION (HPTLC)

Todos los procesos cromatograficos tienen aspectos en comiin y parten de la separacion
de una mezcla de sustancias a sus componentes individuales en base a su distribucién entre
dos fases: una de ellas se encuentra fija (fase estacionaria) y fa otra fase se mueve en una
direccion (fase mavil)

Existen compendios que nos presentan las clasificaciones cromatogratica y sus
descripciones, aqui nos enfocaremos a fa Cromatogratia en Capa Fina de Afta Resolucion
(HPTLC).
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La Cromatografia en Capa Fina (TLC o CCF) es una de Jas técnicas de separacién mas
antiguas y utilizadas a nivel mundial, siendo ademas de las mds versitiles y econdmicas por
su facilidad, aplicacion y analisis de varias muestras simultaneamente, es rapida y no
requiere procesos complicados de preparacion, esto lo hace una técnica adecuada para:

= Pruebas preliminares cualitativas.
» Desarrollo de métodos cromatograficos (TLC es un método piloto para HPLC)
+ Seguimiento de estudios de sintesis orgénica, estabilidad, bicdisponibilidad, etc.
« Determinaciones analiticas semicuantitativas.
« Series de investigacion preliminares )
Actualmente los avances alcanzados en su metodologia han permitido que TLC
funcione de manera cuantitativa en el controt de calidad de productos, a continuacion se
mencionan los principales avances al respecto:

3.2.1.- FASE ESTACIONARIA

En TLC la fase estacionaria consiste de una capa delgada (0.1 a 0.5 mm capa fina
analitica y 0.5 a 2.0 mm capa preparativa) de un sélido en particulas que se encuentran fijas
a una base o soporte siendo generalmente vidrio y folios de aluminio o plastico; sin
embargo no hay una adecuada distribucién de particulas por fo que no se obtiene una
adecuada reproducibilidad, es por esto que TLC siempre fiue considerada una técnica
semicuantitativa o de comparacidn; sin embargo Giltimamente los desarrollos en materia de
fase estacionaria se han enfocado a 3 aspectos fundamentales;

A) Composicién Quimica y Estructura: Actvalmente se pueden encontrar en el mercado
una variedad muy grande de fases estacionarias, tantas como en HPLC ofreciendo una
versatilidad muy elevada a ecsta técnica. La siguiente tabla nos muestra algunas
nomenclaturas empleadas para designar propiedades especificas:
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Tabla-II

Fases Fstacionarias Disponibles en HPTLC

FASE DESCRIPCION
ESTACIONARIA
H Sin aditivos aglomerantes extrafios
R Purificacion especial
P Para fines preparativos
W Capa resistente al agua, humectable con agua
F Adicién de un indicador de fluorescencia
F254,366 Indicador fluorescente a longitud de onda respectivo
F254s Indicador de fluorescencia longitud de onda corta y
resistente a dcidos
4),60,etc Diametro medio de poro en amnslrongs
C Acanatada, capa dividida en bandas

silanizado RP-2
RP
RP-§RP-18
NH2
CHIR
CiN

DIOL

Fase invertida con modificacion de dimetilsilicio

Fase invertida (reversed phase)

Fase invertida con cadena de hidrocarburos C-8 0 C-18
Capa hidrdfila con modificacién amino

Capa guiral para separar enantiémeros

Capa hidréfila con modificacion ciano

Capa hidréfila con modificacién diol
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B) Caracteristicas de grano y poro: La eficiencia de un sistema cromatogréfico la

determinan los siguientes factores:

*+ Tamafio de particula: En TLC se emplean didmetros de particula entre 20 y 40 micras,
para HPTLC este valor se ha reducido a 5 micras lo que permite una mayor
interaccién en el sistema y por eade una separacién cromatogrifica mas
definida.

* Area superficial especifica: Se mide en m’/g. Comprende el area total de interaccion
quimica incluyendo superficie externa (4rea superficial de los granos) e interna
(4rea superficial de los poros). Mientras mayor sca ¢l drea total mayor serd la
interaccion.

*+ Volumen y didmetro de poro especifico: A la cantidad de fase mévil requerida para lenar
los poros de las particulas de la fase estacionaria se le denomina volumen de
pore especifico y se expresa en mg/g mientras que ¢l didmetro de poro se
expresa en i y oscila alrededor de 6 nm.

C) Parametros de capa: El espesor de las capas cromatogrificas tambicn ha sido
modificado de 100 y 250 micras para TLC a 20 micras en HPTLC aumentando de esta
manera la eficiencia en la separacién y requiriendo una menor cantidad de muestra cn la
aplicacién. Asi mismo se¢ han desarroliado cromatoplacas con zonas de concentracion en
donde 1a muestra puede concentrarse en una sola banda para el analisis de trazas.

Con el desarrollo de estos factores se han conseguido una serie de avances en el uso de
HPTLC como son:

* Empleo de sorbentes con didmetros de particula semejantes a HPLC

* Mayor densidad de empacado.

* Obtenci6n de zonas mas compactas, con mayor resolucién y eficiencia de separacion.
* Separacion de un méaximo de componentes empleando distancias de desarrolle muy

pequeiias (30 - 60 mm)
* Reduccién del tiempo de anilisis (hasta 10 veces menos que TLC convencional)
debido a que se tienen menores distancias de desarrollo.

* Reduccion significativa de costos analiticos ya que se emplean cantidades minimas de
solvente y un maximo aprovechamiento de las cromatoplacas.

* Alta reproducibilidad en los desarrollos cromatograficos.

# Scguimiento de problemas gracias al control por lote de cromatoplacas.

3.2.2.- FASE MOVIL
Actia como medio de transporte y solvente para la muestra problema. Puede estar
compuesta de uno o varios solventes y es parte importante del proceso cromatografico:

cuanto mas eluyente se adsorbe sobre el sorbente, mayor es el poder de Elucion de este.
aunque también influye la naturaleza de la muestra problema.
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Existe una clasificacion de solventes llamada “seric eluotropica™ que los organiza en
base a su polaridad o su constante dialéctica. Estrictamente se puede decir que una “serie”
es valida para un sorbente determinado, de aqui la mas comtn es aquella especifica del gel
de sitice y éxido de aluminio segiin Wohtleben:

Tabla-IiI
Serie Eluotropica segin Wohelleben
SOLYENTE E -20°C

n-pentano . -

éter de petréleo -

n-hexano 1.89
n-heptano 1.92
ciclohexano 2.02
tetracloruro de carbono 2.24
tricloroetilenc 2.26
benceno 2.28
diciorometano 315
cloroformo 434
éter dietilico 4.80
acetato de etilo 6.02
piridina 12.03
n-butanol 19.20
acetona 20.70
n-propanol 2230
etanol 24.30
metanol 33.62
agua 80.37
acidos organicos --

mezclas icido/base : --

alcoholes --

piridinas -

En HPTLC se deben emplear solventes grado cromatogréfico debido a la alta pureza
que nos ofrecen.

3.2.3.- MECANISMOS DE RETENCION:
En todo proceso cromatografico siempre existe una interaccion entre tase movil-
analito-fase cstacionaria, y se genera una afinidad entre ellos. En base a las caracteristicas

de esta interaccion se pueden establecer los siguientes sistemas de separacion.:

a).- Adsorcién: Existe una interaccion de la muestra con fa fase movil liquida y una fase
estacionaria solida mediantc un proceso de fijacion superficial.
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b).- Particion: En este sistema las sustancias disueltas en la fase movil se distribuyen entre
esta fase y una segunda fluida, adherida a un soporte fijo.

¢).- Par iénico: Se emplea un soporte de caracteristicas hidrofobas no polar y un reactivo
par ibnico para fograr la separacion de sales organicas, formadas de moléculas

cargadas.

d).- Intercambio idnico: Hay una interaccién de la muestra cargada (iones) con centros de
superficie también i6nicos de Ia fase estacionaria,

¢).- Formacion de complejos: Se genera una interaccion de la muestra con una sal de metal
unida a la superficie del sorbente.

f).- Intercambig de ligando: Interaccion de fa mu ~tra con un complejo metélico unido a fa
superficie del sorbente.

Al generarse cualquiera de las interacciones anteriores se forma un equilibrio a bajas
concentraciones que esta representado por la siguiente ecuacion:

Cs/Cm=K Cs = concentracion de muestra en fase estacionaria
Cm= concentracién de muestra en fase mdvil.

Cuando la concentracién de la sustancia en la fase movil es elevada deja de ser valida
esta relacidn y 1a curva Hlamada isoterma sufre una inflexidn

Grafica-1
3.
25 ]
2]
1,5 ]
N
05
o r . r . v .
o 1 2 25 27 5

Cm {mg/ml)

Grafica | Relacion entre las concentraciones de equilibrio de una sustancia en {a fase movil
o en la fase estacionaria. La curva representada se |lama isoterma de sorci6n.
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Los factores analizados hasta ahora junto con ta cantidad de muestra influyen
directamente en la “eficiencia de separacion™, la cual se manifiesta en ¢l ensanchamiento de
la muestra durante e} corrimiento cromatografico.

3.2.4.- APLICACION

La manera en que s¢ aplica la muestra en la cromatoplaca es de vital importancia puesto
‘que de otra forma la cuantificacion de los cromatogramas no serd confiable, existen algunos
puntos que deben considerarse ai momento de desarroflar el método analitico:

* La aplicacion puede realizarse en punto o en banda; una aplicacion en banda nos
permite adicionar una alta cantidad de muesira de mancra homogénea, evita la
sobrecarga de muestra y por ende los efectos de coleo (tailing), permite una mejor
separacién por existir una mayor superficie de contacto y se aumenta la exactitud de
las mediciones.

* La muestra v las sustancias patron deben disolverse con el mismo disolvente o
mezcla de estos para homogeneizar los tiempos de secado. La muestra puede secarse
con aire caliente siempre y cuando las sustancias de intérés no sufran degradacion o
exista una evaporaci6n asimétrica del disolvente.

* En el momento de la aplicacion es importante permitir que el solvente se evapore
totalmente para evitar la difusion de las manchas. En TLC el didmetro de la
aplicacion no debe ser mayor a 5 mm rientras que en HPTLC los didgmetros oscilan
de | -2mm.

* El volumen de aplicacién es importante para conscguir la obtencién de zonas
compactas, con alta resolucion y eficiencia de separacion. En aplicaciones puntuales
¢l volumen de muestra es de 1 a 5 mel en TLC y de 100 a 500 ni para HPTLC.

3.2.4.1.- Métodos de aplicacion:
Bésicamente existen 3 maneras de aplicar las muestras en una cromatoplaca:

- Empleando capilares o microcapilares calibrados
- Utilizando microjeringas pata dosificacion
- Mediante el uso de equipos automatizados.

En TLC pueden utilizarse capilares o jeringas debido a que la evaluacion no es exacta,
sin embargo en HPTLC es importante tener bien controtadas las condiciones de aplicacién
{distancias, posiciones. volumen, etc.) Dentro de los sistemas autormatizados encontramos 3
equipos especificos para distintos desarrolios:

- Aplicador para Cromatografia cucular
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- Aplicador para Cromatografia unidireccional por contact-spotting
- Aplicador para Cromatografia unidireccional por aspersion.

Este altimo es el que se emplea cominmente junto con un sistema de automuestreo
para disminuir fos errores provocados durante el proceso. La fig.1 nos muestra el sistema
completo de aplicacion. Este equipo sigue un esquema de aplicacion como el que se
muesiia en la fig.2.

Figura. I
Sistema de aplicacién para HPTL.C

Figura, 2
ESQUEMA DE APLICACION EN HPTLC

FRENTE

INICIO
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3.2.5.- DESARROLLO
3.2.5.1.- Fase Movil: (Eluyente)

Como va se indicd las caracteristicas de los solventes deben ser de alta purcza,
considerando que algunos reactivos contienen estabilil 3zantes y contaminantes que pueden
favorecer o perjudicar la separacion, algunas observacioties que deben tomarse en cuenta
durante el desarrollo son las siguientes:

* Pueden existir contraccion o expansion de volumen durante la mezcla de solventes.

* No emplear repetidas veces la misma cdmara de separacién porque existe una
evaporacion importante de solventes y por ende cambios en la fase mévil, al emplear variag
veces la fase movil (sin renovarla) algunos solventes se adsorben mas que otros
modificandose las proporciones, ademés cada vez que se trabaja con las camaras abiertas se
incrementa el riesgo de intoxicacién por inhalacion.

2.5.2.- Métodos de desarrollo:

- Ascendente: (lineal) Es 1a técnica empleada en TLC. Es un desarrollo vertical en ¢l que el
solvente asciende por capilaridad hasta una altura deseada, requiere un tiempo
alto de saturacion. Las manchas se hacen mayores al recorrer mas distancia. Las
aplicaciones pueden deformarse por la Elucion.

Figura. 3
Esquema de una Elucitn Vertical

Desarrolio

- Horizontal (lineal): El principio es el mismo que el caso anterior pero el desarrolle no sc
realiza de manera vertical, la placa se encuentra en posicién horizontal transmitiendo la fase
por un material absorbente. No requiere tiempos elevados de saturacién, no existe
deformacion de manchas, pueden cluirse ambos lados hacia el centro de fa placa, no pueden
cmplearse cromatofolios de aluminio.
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Figura 4.
Corte transversal de una camara
de elucion horizontal.

t

Face
Mévit Vidri 1
° Cromatoplaca
Poroso
Figura. 5

Esquema de una Elacion Horizontal

Cromatoplaca

Fase
Méwnl

Vidno
Poroso

- Bidimensional: Después de un desarroilo lineal (horizontal o vertical), la cromatoplaca se seca y sc
gira 90° reatizando un 2° desarrollo lineal con otra fase movil.
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Figura. 6
Esquema de una Elucion Bidimensional

2° Desarrolio

ler Desarrollo

- Circular: La muestra se aplica al centro de la placa y el solvente fluye de manera circular hacia la

periferia. Sirve para la separacion de sustancias con Rf pequefios y se pueden aplicar
gran niimero de muestras.

Figura. 7
Elucién circular

Anticircular: La fase mévil se aiiade a lo largo de la circunferencia y avanza hacia el centro.
Funciona para sustancias con Rf elevados.
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Figura. 8
Elucion anticircular
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- Desarrollo de flujo: Se utiliza una cubeta convencional con una abertura en la tapa. El disolvente
se evapora continuamente de la cubeta, de esta manera se resuelven mejor las sustancias
que avanzan mas lentamente, aunque requiere elevados tiempos de analisis,

- Elucion miltipie: La cromatoplaca se desarrolla varias veces tras el correspondiente secado. El
frente recorre varias veces las zonas cromatografiadas. concentrando las muestras. Se
generan bandas concentradas de la muestras que tienen Rf menores que 0.5.

- Desarrolto maltiple automatizado (AMD): Es un desarrollo de tipo lineal con un sistema de
gradiente, a medida que va eluyendo la fase mdvil se varia la proporcion de solventes de
una fase polar a una no polar o viceversa. Requiere de camaras especiales y solventes
para gradiente. Genera excelentes separaciones con elevada precision vy
reproducibilidad.
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3.3. DENSITOMETRIA

La cvaluacién de cromatoplacas de una manera cuantitativa puede realizarse por medio de la
densitometria, anteriormente ef comportamiento de Elucion de las sustancias separadas era evaluado
mediante el parametro Rf (relate to front) definido como:

Distancia entre el punto de partida y centro de la mancha de interés (a)
Rf= Distancia entre el punto de partida y el frente del solvente {b)

Figura. 9
Relacion al frente del solvente

frente de solvente

mancha de referencia

—r

punto de partida

£l valor de Rf se ve influenciado por 2 parametros principales:

1) Eficiencia de separacion del sistema que se manifiesta por el ensanchamiento de las bandas
aplicadas.
2) Selectividad que expresa la separacion entre las manchas.

Por lo mismo es necesario mantener perfeciamente estandarizadas las condiciones de Elucion
{fase movil. saturacién de fa camara, tiempo y distancia de Efucidn, cromatoplacas, etc.) para poder
establecer una reproducibilidad en resultados y por ello la TLC solamente se consideraba como
semicuantitativa.

En Densitometria los cromatogramas se regisiran pista por pista y se evaldan por comparacién

de 1as afturas de los picos o de las &reas bajo la curva entre patrones y muestras. La longitud de onda
de absercién maxima es generalmente seleccionada como longitud de onda de medicién.
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Figura. 10
Evaluacién de Cromatoplacas por escanec en Densitometria
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La Densitometria consiste en hacer incidir un haz de Inz monocromado hacia la cromatoplaca
de manera perpendicular, evaluando la placa por pistas bien definidas, cuando el haz llega a un
soluto, parte se absorbe, parte se refleja y en alpunos casos se transmite. La reflectancia difusa o la
transmitancia son captadas por un fotomuitiplicador, enviadas a un amplificador y finalmente
evaluada por un procesador. La atenuacién de [a intensidad de la radiacion se relaciona con la
concentractén de soluto, utilizando una serie de estindares para preparar una curva de calibracion.

Figura. 11
Esquema de lectura de un densitdémetro de simple haz
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1)fuente fuminosa. 2) monocromador. 3) espejo. 4) cromatoplaca. 5) fotomultiplicador reflectancia.
6) fotomultiplicador transmitancia. 7) amplificador. 8) procesador matematico.

Las fuentes luminosas son distintas en cada tipo de deteccién; se emplean lamparas de
tungsteno para medidas de luz visible, lamparas de deuterio para determinaciones en ¢l intervalo
ultravioleta y lamparas de mercurio cuando la deteccion es por fluorescencia.

Ef equipo utilizado para estas mediciones es el densitémetro que cuenta con todos los sistemas
incluidos (fig.12), et procesamiento de datos se realiza mediante una computadora que generalmente
requiere un coprocesador matematico.

3.3.1.- DENSITOMETRO

Las caracteristicas de estos equipos son varias. Un total de 400 mediciones pueden realizarse
por segundo (20 mm/sec con un paso de 50 micras). La intensidad de las lamparas es generada de
manera constante y tienen un tiempo de precalentamiento méximo a 15 min. El sistema de lectura es
de simple haz con regulador y eliminador de ruido provocado por corriente eléctrica o
irregularidades de las placas.

Figura, 12
Densitdmetro CD60

£ sistema evalda las reas o alturas producidas por las manchas comparandolas contra estandares
come sc muestra en el siguiente esquema:
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Figura.l3
Sistema de Lectura por Densitometria
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3.4, PROPIEDADES DE LOS ANALITOS.

3.4.1.- VITAMINA B12: CIANOCOBALAMINA

General: La vitamina B12 llega a convertirse en cobalamina, un grupo de principios activos
ampliamente presentes en la naturaleza. Las diferentes cobalaminas presentan una
estructura basica uniforme y dificre solamente por diferencias minimas en su estructura.
La actividad biolégica o terapéutica varia segin la estructura pero todas presentan una
actividad preponderantemente antiperniciosa principalmente Ia cianocobalamina.

Férmula condensada: CgyHggColNy4044P

Peso molecular: 1355.38 g/mol

Descripcion: Cristales rojo oscuros o amorfos. muy higroscopico. inoloro e insipido.

Propiedades Fisicas y Quimicas: Las soluciones de cianocobalamina presentan una reaccion neulra

o acida en algunos casos. Las soluciones se tornan oscuras con calentamiento a 210 y
220°C. El espectro de absorcién de una solucién acuosa es caracterizada por 3 MAaxIMos:

A=218mp  E 1%/l cm
A=361lmp
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A =548 mp

Estabilidad: La estabilidad de esta vitamina se encuentra determinada principalmente por su pureza ,
la mas estudiada ha sido la cianocobalamina cristalina. ver tabla-IV. Las preparaciones
secas soh mas estables que las formulaciones liquidas.

Almacenamiento: ver tabla-V.

3.4.2.- VITAMINA Bé: PIRIDOXINA

General: El efecto de la vitamina B6 es atribuido a fres compuestos gue son: Piridoxol, Piridoxal,
Piridoxamina. El clorhidrato de piridoxina es el que se emplea terapéuticamente.

Formula Condensada: C5H,;;N;04S

Peso molecular: 327.36 g/mol

Descripcion: Polvo o cristales blancos sin olor.

Propiedades Fisicas y Quimicas: Una solucién al 10% de piridoxina clorhidrato presenta un pH
aproximado de 3. El punto de fusién es a 206°-212°C (descomposicion)

Estabilidad: Las soluciones acuosas son suficientemente estables a un pH de 3.3 y hasta un pH
neutro. L.a luz ultravioleta y luz de dia producen un perdida en la actividad terapéutica.
El calentamicnto moderado no destruye las soluciones. Puede ser esterilizada a
120°C/20 min/1 atm.. La presencia de metales puede causar formacion de complejos
coloridos. Es muy estable frente a otros compuestos vitaminicos

Potencia: 1g = 343,000 Ul

3.4.3.- VITAMINA BI: TIAMINA

General: La actividad terapéutica de la tiamina se atribuye a dos compuestos clorhidrato de tiamina
y mononitrato de tiamina. El primero puede provocar reacciones secundarias mas
violentas que el segundo aunque su potencia terapéutica es mayor.

Descripcion: Polvo o cristales blancos delicuescentes con olor caracteristico.

Solubilidad: la solubilidad de esta vitamina aumenta por un ajuste de pH a 4 con dcido clorhidrico.

Propiedades Fisicas y Quimicas: pH de una solucion al 2% en agua: 6.0 - 7.5. Punto de fusion 196°
- 200°C. El espectro de absorcion de una soluci6n acuosa presenta 3 MAXimos:

A=253mp E 1%/l cm
A=278 mp
A=325mp

Estabilidad: Presenta una estabilidad elevada en forma seca. Es estable bajo condiciones normales y
presenta mayor estabilidad el mononitrato que el clothidrato. El pH de méixima
estabilidad es de 2.5 - 4.5.
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Potencia: Lg mononitrato = [.03 g de clorhidrato.

TABLA-IV
ESTABILIDAD DE VITAMINAS
ITAMINA - ACIDOS ALCALIS REDUCT OXIDANTES  OXIGENO METALES Lz LUZ TEMP
ORES VISIBLE uv
I 7 Esmable inesiable Inestable [Inestable Inestable  Inestable - Tnestable  Estable
f Estable  Estable -- Inesiable Estable Inestable  Enestable  Inestable  Estable
12 Estable  Inestable  Inestabfe  Incamable Estable Inestable  Inestable Inestable  Esiable
TABLA-V
ALMACENAMIENTO DE LAS VITAMINAS
VITAMINA PROTEGIDA ENFRIAR AMBIENTE VACIOO
DE LA LUZ (MENOR A SECO GAS INHERTE
25Y)
Bi et s .
B6 A ++ + —
Bi2 +Ht +++ +++ -
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IV. OBJETIVOS.

GENERAL:

DESARROLLAR Y VALIDAR UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR
VITAMINA Bl, B6 Y B12 EN UN INYECTABLE UTILIZANDO HPTLC Y DENSITOMETRIA.

ESPECIFICOS:

1. Establecer las condiciones de Elucion (como son: fase movil y concentracion de muestras, tipo y
tamaiio de cromatoplacas y tamafio de aplicacién) para cuantificar las vitaminas BI, B6 y B12 por
HPTLC.

2. Establecer las condiciones de lectura al densitometro para poder cuantificar las vitaminas B1l, B6
y B12 de un inyectable,

3. Validar el método analitico desarrolfado en base a la guia de validacion del Sector Satud.
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V. HIPOTESIS

Por medio de la separacion cromatografica de alta resolucion en capa fina y Ia cuantificacion
por densitomelria se espera determinar las vitaminas hidrosolubles B1, B6 y B12 de una solucién
inyectable, cumpliendo con los requisitos de validacion necesarios para ser utilizado como método

de control de calidad.
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VI METODOLOGIA.

6.1.- MATERIAL
0.1.1.- Material de laboratorio.

- Matraces erlenmeyer 25 mi

- Matraz aforado 10 y 100 ml clase A certificado.

- Pipetas volumétricas 1,2,5 y 10 mi clase A certificada

- Perilla de seguridad- macropipeteador

- Tubos de ensaye 13 x 100

- gradilla plastica para bos {3 x {00

- viales para inyeccion 1.5 ml color dmbar, tapdn de silicén blanco inerte.
- Camaras de desarrollo horizontal 5x5 cm Desaga

6.1.2.- Instrumental:

- Balanza analitica Sartorius Analytic Modelo A-210P

- Uitrasonido Cole-Parmer Modelo 8853

- Densitometro Desaga Modelo Cd-60 c/software CD-60
- Aplicador de muestras Desaga Modelo AS-30

- Lampara de luz ultravioleta Desaga Modelo HP-UVIS

6.1.3.- Reactivos

- Cromatoplacas Silicagel HF254 5x5 cm
- Vitamina B std

- Vitamina B6 std

- Vitamina B12 std

- Cloruro de sodio p.a.

- Metanol seco HPLC

- Etanol seco HPLC

- Aguz HPLC

6.2. PREPARACION DE SOLUCIONES:

Las muestras problema se tratan de la siguiente manera: Romper y vaciar el contenido de §
ampolletas del inyectable en un matraz erlenmeyer de 50 mi. agitar durante 20 segundos. Tomar una
alicuota de 4 ml de esta solucion v llevarlo a un volumen de 10 ml con metanol en matraz aforado.
Proteger las soluciones de la luz y taparlas perfectamente. La concentracion final de los analitos cs
la siguiente:

Vitamina Bl y B6 20 mg/m!

Pagina 28



Vitasnina B12: 0.2 mg/ml

Para la validacion del método se realiza el siguiente procedimiento: En todos los casos se
prepara una mezcla de estindares de vitaminas B1,B6 y B12 al porcentaje indicado en la tabla-I
pesando la cantidad correspondiente y aforandola con agua destilada al volumen indicado. Tratar en
un bafio de ultrasonido por 5 minutos. De cada solucién tomar una alicuota de 4 ml y lfevarla a un

volumen de 10 mt con metanol en matraz aforado. Proteger de la luz y tapar perfectamente.

TABLA-VI
Cantidades requeridas para la validacion del método
ANALISIS ~ REPETI *>CONCEN- CANT. CANT. | VOLUMEN

CIONES TRACION BLY B6 Bl2 FINAL
EXACTITUD’ 6 100 05¢g 5 100
PRECISION 6 100 5g 005g | 100ml
(REPETIBILIDAD)
PRECISION' 12 100 05¢g 5mg 10 ml
{REPRODUCIBILIDAD)
ESPECIFICIDAD’ 3 100 05g | 5Smg 10m
LINEARIDAD' 3pmivel | 60, 80, 100, | 0.3, 0.4, | 1mg 10 ml
METODO 120, 140 | 0.5, 0,

07g

LINEARIDAD’ 3 p/nivel 20 0.1g 1 mg 10 ml
SISTEMA

1. ESTOS ANALISIS SE REALIZAN PREPARANDO CADA MUESTRA POR SEPARADOC
2. ESTOS ANALISIS SE REALIZAN A PARTIR DE UNA MISMA SOLUCION
3. SE PREPARA LA MUESTRA PLACEBO DE CADA VITAMINA

6.3.- APLICACION Y DESARROLLO

Las muestras se aplican por sextuplicado en bandas de 4 mm con i microlitro de volumen
sabre cromatoplacas de 5x5 cm de silicagel HPTLC 60 F254 segin la tabla-VI, empleando un
aplicador Desaga AS30 y segin las especificaciones de la tabla VIL. Para la evaluacion de la
linearidad del sistema se prepara una solucion correspondiente al 20 % de la concentracion
esperada y sc aplica repetidas veces sobre la cromatoplaca para obtener las concentraciones
correspondientes al 60, 80, 100, 120 y 140 %.

Una vez aplicadas las soluciones se desarrollan de mancra unidimensional horizontal
empleando como fase moévil: metanol, agua, etanol, cloruto de sodio (7%) (80:15:5:1) y camaras de
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desarrollo horizontal de § x 5 cm protegiendo el corrimiento de fa luz; al término del desarrollo sc
secan con una corriente de aire y se observan bajo luz ultravioleta (254 nm) para especificar las
distancias del recorrido.

6,4.- LECTURA.

La lectura de las muestras se realizo en un Densitémetro marca Desaga modelo CD-60 ,

introduciendo las condiciones especificadas en la tabla VIIL

Tabla - VII Tabla - VIII
Condiciones de Aplicacion Condiciones de Lectura
ESPECIFICACION PARAMETRO ESPECIFICACION PARAMETRO
“Jeringa ' 10 pl Inicio x: 7 mm
Cromatoplaca 5x5cm Inicio y: 7 mm
Periciones 6 Finy: 45 mm
Longitud 4 mm Distancia entre fineas
T mm
Distancia 7 Ancho slit: 1
Inicio 7 Longitud slit: 4
Vaolumen 1l Longitud. de onda 265 (B1), 275 (B12), 285
(B6)
Tiempo 2 s/ul Modo de lectura Remision
Ciclos 1 Extincion
Tiempo de Corte 3 seg. Sefial positiva
Lampara Dy T
Resolucion: 0,025 mm
No.Mediciones: 16
Factor de ruido: 7
Cero automatico: Si
No.Componentes: 3
Tipo de cal. Linea recta
ax) +b
Calibracién por: drea
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7.1.- EXACHTUD

VII. RESULTADOS

TABLA-IX
Resultados de fa exactitud del método
Vitamina | X% [CV. % teal t tab LC % CONCLU
SION
Bi 99985 { 0.9504 | -0.0386 2.57 98.9608 - EXACTO
100.9821
B6& 101.555 | 0.9364 1.443 2.57 99.566 - 101.543 | EXACTO
B12 99,728 1.043 -0.639 2.57 98.636 - 100.2801 | EXACTO
7.2.- PRECISION (REPETIBILIDAD)
TABLA-X
Resultados de la repetibilidad del método
Vitamina X% |CV. % teal t tab LC % CONCLU
SION
Bl 99.99 0.683 | 1.26X10-4 2.57 99.28 - 100.71 PRECISO
B6 101.28 1.038 | 3.72X10-5 2.57 99.55-103.44 PRECISO
B12 99.99 1.043 0.699 2.57 98.79 - 101.19 PRECISO
7.3.- PRECISION (REPRODUCIBILIDAD)
TABLA-XI
Resultados de la reproducibilidad del método
Vitamina X% |CV.%]| Fecal F tab F cal F tab CONCLU
(analista) | (analista) | (dia) {dia) SION
B1 107.47 1.46 2.88< 18.51 0.0765 | 4.46< | REPRODUCIBLE
B6 100.51 2.39 1.355< 18.51 09701 | 4.46< | REPRODUCIBLE
B12 100.00 1.256 2.893< 18.51 1.0255 | 4.46< | REPRODUCIBLE
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7.4.- ESPECIFICIDAD

TABLA-XII
Resultados de la especificidad de! método
SENAL/VITAMINA BI B6 B12
PLACEBO NEGATIVCO NEGATIVO NEGATIVO
CARGADO

EXCIPIENTE NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
ESTANDAR POSITIVG POSITIVO POSITIVO

MUESTRA _POSITIVO POSITIVO POSITIVO
OTRAS NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO

7.5.- GRAFICAS DE LINEARIDAD

SENAL mV

LINEARIDAD DEL SISTEMA

GRAFICA-1
Resultados de la linearidad del sistema

.

VITAMINA B1
C.V.=2.038%

r=0.99
¢ =0.99
b= 107.2
m = 5.871

80%

100%

CONCENTRACION

VITAMINA B6

CV.=277%

r=0.99
#=0.98

b =228.7
m=3.434
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RECOBRO mg/

GRAFICA-2
Resultados de la linearidad del sisterna

LINEARIDAD DEL SISTEMA
250
> 200
E 150
< 100
& 80
20y + : : +
60% 80% 100% 120% 140%
CONCENTRACION
VITAMINA B12
C\V.=3.18%
r=0.99
¢ =0.99
b =-1.046
m=1.44
GRAFICA-3

Resultados de la linearidad det método

LINEARIDAD DEL METODO

0 : I 1 .

T T T T ]
60% 80% 100% 120% 140%
CONCENTRACION
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VITAMINA B1 VITAMINA
B6
C.V=0.77656% CV.=
1.480%
r=0.99 r=0.99
¥ =0.99 P =0.99
b =0.60 b =0.1552
m=0.98 m = 0.9946
. GRAFICA-4
Resuttados de la linearidad del método
LINEARIDAD DEL METODO
o B0O
g 600
O © 400
Qg 200
o T t t —+ t
80% 80% 100% 120% 140%
CONCENTRACION
VITAMINA B12
CV.=1.912%
r=0.99
¢ =099
b = 5.8937
m=0.9776
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VIII. DISCUSION DE RESULTADOS

El desarrollo del método analitico propuesto fue terminado cumpliendo con las expectativas
que se plantearon principalmente en la validacion de] método. La realizacion de este estudio
siempre fue encaminado al desarrolto de una metodologia que pudiera ser empleada en el andlisis
del producto terminado, que en este caso consistia en una solucién inyectable, para lo cual fueron
evaluados los siguientes parametros. )

a) EXACTITUD: La exactitud se realizo estableciendo el porcentaje de recobro posterior a la
evaluacion de soluciones preparadas a partir de estandares. De la tabla 1X se observd que para las
7 vitaminas la media reportada oscila alrededor de un 100 % presentando un C.V. que va desde
0.93 a 1.04 % para los tres compuestos. Al establecer el estadigrafo de contraste se encontré que
en cada una de las vitaminas el valor real fue menor que el reportado en tablas estableciendo que
¢l método es exacto para todos los compuestos, ademas de presentar un CV < 2 %; asimismo
fueron establecidos los limites de confianza para aceptar un resultado y en ellos se observa que
son muy cerrados debido por supuesto, a la misma exactitud del método analitico.

b) PRECISION. En el caso de la precision se realizd por un lado la repetibilidad del método
evaluando el porcentaje de recobro en diferentes lecturas de una solucién preparada al 100 % de
la concentracion. En la tabla-X se logrd observar claramente que la variacién presentada en este
estudio fue minima siendo mayor en la vitamina B12 (1.043%) debido probablemente a la
elevada inestabilidad de este compuesto y a la concentracion tan baja que se trabajo (0.2
meg/mel) no obstante se establecieron lo limites de confianza quedando ligeramente mas amplios
en comparacion a la exactitud asimismo el estadigrafo de contraste presentd valores menores que
los reportados en todos los casos esto aunado a un CV < 2% indicé sin duda alguna que el
método es preciso en un rango del 99.28 al 103.44 %.

Por otra parte se evalud la reproducibilidad del método frente a dos analistas diferentes y en
dos dias distintos. En fa tabla XI se logré observar que aunque la media de las muestras se
encuentra sumamente cercana al 100 % ( vitamina B6 y B12) y 107 % (Vitamina Bl) , la
variacién existente entre las lecturas se incrementé considerablemente en todos los casos
llegando a ser hasta de un 2.39 %de C.V.; estas desviaciones seguramente se debieron al proceso
previo a la aplicacion y lectura de las muestras, durante la preparacion de soluciones; recordemos
que este paso representa el 40 % del éxito del método analitico, sin embargo y a pesar de estas
consideraciones el estadigrafo de contraste indicé que tales desviaciones no son significativas y
se establecid un valor por debajo del reportado en tablas por lo que la conclusion es que el
método si es reproducible.

Cabe aclarar que aunque el sistema es totalmente automatizado, se debe realizar una
capacitacion completa del personal ya que existen algunas consideraciones que deben tomarse en
cuenta antes de instalar y trabajar un equipo de estas caracteristicas, dichas observaciones seran
discutidas mas adelante pero pudieron ser factores que afectaran la reproducibilidad del método
sin flegar a influir de manera determinante.

Pagina 35



¢) ESPECIFICIDAD: En cuanto a este punto se parte de la primicia que el procedimiento y la
técnica serdn empleados en el control de calidad del producto terminado asi que fueron evaluadas
aquellas soluciones que pudieran intervenir con cada una de las vitaminas.

En el caso de la Vitamina BI se contrastd contra un placebe cargado con las otras dos
vilaminas, claramente se observé que dichos compuestos no interfirieron la tiamina. El mismo
comportamiento se noté al establecer [a especificidad de la Piridoxina y Cianocobalamina,
gracias a que la fase mdvil es lo suficientemente eficiente para separar cada uno de los
componentes entre si. Dicha separacion se vio favorecida por el empleo de placas de aita
resolucion las cuales al poseer tamafios de particulas muy pequefios (5pu) ofrecen una mayor
superficie de contacto y por ende una separacion mas definida entre los compuestos, siendo esta
una diferencia contundente en comparacidn con la cromatografia en capa fina convencional.

Por otra parte dado que el medicamento evaluado ¢s una solucidn inyectable; el excipiente lo
constituye exclusivamente agua, misma que es evaporada durante el secado de la placa antes de
la elucién, eventualmente pudieran presentase interferencias debido a contaminaciones en el
solvente , situacién muy dificil al ser agua para inyectable,y por ello se evalud la especificidad
frente a la misma.En la tabla-XII se establecié un resumen de las sefiales ¥ no se presentd
interferencia alguna.

Asimismo se establecid que !a sefial de una muestra frente a los esténdares correspondientes
a cada una de las vitaminas es igual en distancia de aparicién e intensidad siendo este método
especifico para cada uno de los compuestos.

En algunas ocasiones se detectan sefiales procedentes de la cromatoplaca misma, sobre todo
cuando las capas son irregulares; como en esta técnica se emplearon cromatoplacas de espesor
homogéneo, se aprecié que no existen sefiales procedentes de la fase estacionaria que pudieran
interferir en el estudio.

d) LINEARIDAD DEL SISTEMA: La evaluacion de este pardmetro realmente fue un punto
importante para esclarecer muchas de las ventajas que esta técnica nos ofrece; debide a que la
concentracion de la Cianoccbalamina (200 meg/ml) es mucho menor que las vitaminas BI y B6
(20 mg/mi), estas ultimas se presentaron por separado en la grafica-1.

El primer aspecto importante a considerar es la preparacion de soluciones, en todos los casos
solamente se utilizd una solucidn al 20 % de la concentracién tedrica debido a que el aplicador
tiene fa funcion de concentrar la muestras “in situ” , esto es la aplicacion repetida de soluciones
en un mismo punto, de esta manera se lograron aplicar muestras al 60, 80, 100, 120 y 140 % de
la concentracion teérica empleando dnicamente una solucion con lo que se cumple el criterio de
linearidad del sistema, asi de las gréficas | y 2 se observd que en todos los casos r=0.99 y o=
0.98 considerandose la concentracién porcentual de la muesira evaluada contra la sefial que
proporciona el Densitémetro {en este caso milivoltios 0 mV); es también por esta razén que la
pendiente ne siempre es cercana a 1, recordemos que la sefial presentada estard siempre en
tuncidn de la absorcidn de la muestra a una longitud de onda especitica; por otro fado no se
considerd el punto cero porque en HPTLC siempre existe una inflexién de la recta en valores

cercanos a este punto (linearizacion de Kubelka-Miink)
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En HPTLC se han logrado estandarizar muchos pardmetros, entre cllos el tamafio de
particula de !a silica, sin embargo aun existen evidencias de que los valores en sefial generados
difieren entre cromatoplacas influenciado principalmente por factores externos como o es la
humedad refativa por ejemplo., debido a esto las pruebas de linearidad se realizaron aplicando
tas diferentes concentraciones en una misma placa y repitiendo este proceso cinco veces por
vitamina, de ello se observd que en todas las placas se presentd una linearidad excelente
cumpliendo con los valores esperados, pero la sefial diferia de una placa a otra encontrindose
coeficientes de variacidn hasta de 3.18 %. Este comportamiento se explica porque en cada
cromatoplaca existen condiciones especificas como ya se explicé y por tanto debe aplicarse las
muestras y los estindares juntos, solamente asi s¢ respetard la linearidad del sistema y se
obtendran datos confiables.

e) LINEARIDAD DEL METODO: Contrario a la linearidad del sistema, en este parametro se
cvalila el porcentaje de recobro y esto proveca que exista reproducibilidad entre placas
cromatogrificas presentindose coeficiente de variacion hasta del 0.77 % (Vitamina BIl)
excelentes para una cromatografia abierta. Las variaciones mayores como es el caso de la
cianocaobalamina (1.91 %) se deben primordialmente a Ia inestabilidad del compuesto y a la
preparacion de soluciones ya que en este parametro deben preparase cada sofucién por separado,
aqui radica la importancia de emplear materiales volumétricos debidamente calibrados que nos
aseguren un volumen confiable y balanzas debidamente calibradas.

De esta manera se lograron obtener coeficiente de variacion que quedaran dentro de los
limites establecidos por la Farmacopea Nacional (FEUM) para métodos cromatograficos.
Asimismo la correlacién existente entre la cantidad adicionada y la cantidad recuperada fue
excelente para las tres vitaminas registrdndose valores de r = 0.99 y r = 0.99, al no existir un
proceso de extraccién que pudiera provocar perdida de! producto se lograron valoresdem= 1y
b = 0 estableciéndose una linearidad del método conforme a pardmetros.

f ASPECTOS IMPORTANTES:

Dentro de un proceso de control de calidad de medicamentos es relevante establecer el tiempo
y dinero que implicara el implementar una nueva técnica de cuantificacidn, sobre todo si esta no
esta establecida en alguna farmacopea, pero por otra parte se debe considerar el mutuo beneficio
que nos ofrecerd para realizar los analisis y ef ahorro que implicara en un determinado plazo. La
Densitometria en combinacion con la Cromatografia en Capa Fina de Alta Resolucién (HPTLC)
se presentan como una téenica rapida, confiable y versatil que seguramente redituard en una
agilizacion de los tiempos de andlisis y disminucion de costos de operacion. Hasta aqui se ha
demostrado que el método desarrollado es confiable para los andlisis y a continuacion se
mencionaran algunas consideraciones importantes que se observaron durante el desarrollo de la
técnica y que demuestran la verstilidad y rapidez del mismo.

|.- PREPARACION DE MUESTRAS: El hecho de haber trabajado con materiales clase A
certificados establecié una confiabilidad en los resultados muy grande al grado que cualquier
desviacién en los resultados puede ser monitoreada desde la pesada incluyendo el material de vidrio
empleado y esto es cumplir con un adecuado sistema de Buenas Practicas de Laboratorio.
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2.- APLICACION: Con la aplicacién automatizada de las muestras se ahorr un tiempo significativo
de anilisis y consumo de horas-hombre, inclusive el sistema permitié dejar aplicando las muestras
mientras era realizada la evaluacion de placas previamente preparadas. Cabe aclarar que para
mucstras sumamnente Iabiles al oxigeno el sistema de automuestreo puede ser muy fento llegando a
ser inclusive determinante en la implementacion de nuevas técnicas situacion que puede solventarse
introduciendo el sistema dentro de una cimara con atmosfera de nitrégeno o incorporando una
corriente de nitrogeno al sistema de aspersion en lugar de aire,

~ Asimismo durante la aplicacion fue importante revisar que no se introdujeran burbujas de
aire en el sistema debido a que se podrian modificar los voliimenes aplicados y variar los
porcentajes recuperados, para ello fue necesario emplear solventes grado HPLC y/o degasificarlos
en un equipo de ultrasonido al igual que las muestras.

Al empiear un aplicador automatizado fue importante establecer una velocidad de aplicacién
fo suficientemente grande que permitiera la evaporacion de solventes sin generar una difusidn muy
grande de la muestra ya que esto repercute en coleos de los densitogramas, pero por ofra parte esta
velocidad de aplicacién no debié ser tan grande que facilitara la descomposicion de la muestra.

3. DESARROLL(Q: En el desarrollo de las muestras existen 4 factores que se deben mencionar. Ei
primero de ellos fue la fase mévil empleada, para prepararla se utilizaron solventes grado HPLC
puesto que el nivel de impurezas cs despreciable lo que previene una posible fijacién de las
muestras a la cromatoplaca y presentan una mejor adsorcion a la silicagel favoreciendo los platos
tedricos generados en cada evaluacion. Asimismo el vso de cloruro de sedio al 7% permitié una
separacion de la tiamina respecto al punto de aplicacion y ademas favorecié la separacion entre
compuestos.

El segundo factor fucron las cromatoplacas empleadas que al ser de alta resolucion
permitieron una mejor separacion de fas vitaminas debido a la elevada superficie de contacto que
ofrecen, también previenen el coleo (“tailing”) de las aplicaciones lo que repercute en picos mas
definidos, sin embargo es findamental mantenerlas cn lugares secos y lavarlas previamente a la
aplicacion (si han permanecido mucho tiempo almacenadas)

El tercer factor fue el desarrollo en cAmaras de elucién horizontales las cuales se saturaron
rapidamente y requirieron un promedio de 2 ml de fase mévil Para funcionar, esto indudablemente
redujo el costo de los andlisis de manera significativa. Por otro lado la elucion horizontal no
presenta resistencia a la fuerza de gravedad lo que permitié desarrollo muy rapidos con un promedio
de 5 min. por cromatoplaca. Aqui es importante recalcar que el desarrollo se realizd en un lugar
oscuro para prevenir degradacion de la cianocobalamina y piridoxina.

El cuarto factor lo constituyen las aplicaciones que fueron realizadas en banda para prevenir
coleos de las muestras y una elevada difusion de las manchas, asi también las separaciones son
mejor realizadas cuando se aplica en banda y no en punto. La aplicacion en banda fueron lo
suficientemente larga para aceptar el volumen aplicado sin provocar disminucion de la
concentracion, y lo suficientemente pequefias para lograr aplicar todas las muestras en una
cromatoplaca.
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4.- DETECCION: Debido a que con esta técnica no se requiere un raspado de la silica, las placas
pudieron ser evaluadas varias veces a diferentes longitudes de onda y esto permitio aplicar una
mezcla de [a vitaminas para cada analisis evaluando cada parametro con una sola cromatoplaca,
obviamente esto representé ahorro en tiempo y costos de analisis y ain después de la evaluacion
puede quedar la evidencia fisica o fotografica de la separacion.Aqui es importante aclarar que cada
vitamina se evlub 1an solo en ¢l rango de aparicién, esto es, la cromatoplaca no fue sometida por
completo a la tres longitudes de onda utilizadas. ’

Para ef empleo del densitometro se debié revisar previamente que el equipo se encontrara
debidamente verificado y calibrado ya que cualquier vartacién en la sefial podia ocasionar graves
desviaciones en los resultados, por ello también es importante que la corriente eléctrica se
encuentre perfectamente regulada y estabilizada ademas de contar con un supresor de picos que
proteja el equipo.

El manejo del densitémetro no representd mayor problema y ademas posee una gran
variedad de funciones que facilitaron el manejo de datos, la finica recomendacion pertinente es no
trabajar con lampara sumamente calientes ya que esto disminuye su vida media y provoca
variaciones de sefial sumamente grande que pueden influir en la emision de datos visuales.
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IX. CONCLUSIONES

E} método desarrollado es especifico, reproducible, sencillo, sensible, rapido y confiable
facilitando el andlisis de un medicamento inyectable conteniendo Tiamina, Piridoxina y
Cianocobalamina, ademas resultd exacto, repetible y lineal en el intervalo de 80 - 120 °
cumpliendo con los requisitos necesarios para ser empleado en el andlisis de control de calidad de
este medicamento.

E] método permite un ahorro significativo tanto en costos como en tiempo dado que las tres
vilaminas son analizadas en una placa de 5 x § cm, gastando alrededor de 2 ml de fase movil y
empleando un promedio de 8 minutos por cromatoplaca.

El sistema de Densitometria presenta una serie de ventajas que pueden permitir et desarrollo
de técnicas analiticas de forma sencilla, confiable y muy versatil.
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X.GLOSARIO

b= interseccion al eje Y. X = Media aritmética.
CCF = Cromatografia en Capa Fina. § = micras.
c¢m = centlimetros. pl = microlitro.

C.V. = Coeficiente de Variacion. -
FEUM = Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos.

Fig. = Figura.

HPTLC = Cromatografia en Capa Fina de Alta Resolucion. (High Performance Thin Layer

Chromatography)..

HPLC = Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (High Performance Liquid

Chromatography)..
L..C.= Limites de Confianza.
m= pendiente de la recta.
meg = NHCIOEramos.
mel = microlitros.
mg= miligramos.
ml = mililitros.
mm= milimetros.
mV=milivoltios.
r = cocficiente de correlacidn.
= coeficiente de correlacién cuadrético.
R = Relacién al Fente del Solvente (Relate to Front).

Seg.= segundos

TLC = Cromatografia en Capa Fina (Thin Layer Chromatography)..
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