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1. INTRODUCCION 

Es común el desarrollo de productos vitamínicos para LISO humano o veterinario para el 

tratamiento de deficiencias de estos grupos prostéticos importantes en el metabolismo, pero 

generalmente se presentan carencias múltiples o la carencia de alguno afecta la necesidad de otro, 

por lo cual se requiere la formulación de multivitamínicos l y, al mismo tiempo, se hace necesario el 

desarrollo y validación de los métodos analíticos para su control de calidad o estudios de 

estabil ¡dad. 

Las formulaciones incluyen vitaminas ¡iposolubles o hidrosolublcs. Dentro del grupo de 

vitaminas hidrosolubles se encuentran las vitaminas: B 1 Ó tiamina, B2 Ó riboflavina, 86 Ó 

piridoxina, B3 Ó nicotinamida, 85 ó pantotenato de calcio, 0 12 ó cianocobalamina, ácido fólico y 

ácido ascórbico. 

La técnica más ampliamente usada en la actualidad para el análisis de estos productos, es 

la Cromatografía de Liquidas de Alta Resolución (CLAR), ya que es una técnica que permite la 

separación de mezclas complejas, por lo que resulta ideal su aplicación en estas formulaciones. 

Se han descrito innumerables procedimientos para el análisis de vitaminas en materia 

prima o productos farmac~uticos por CLAR. Sin embargo, no siempre son aplicables a la 

formulación de interés debido a la variedad y la complejidad de las formulaciones, la cual depende, 

entre otras cosas: de la forma farmacéutica, del número de vitaminas presentes, de su concentración, 

de la forma de la sal de la vitamina, de los aditivos y de otros posibles principios activos en la 

fórmula, por lo que siempre se requiere el desarrollo de un nuevo procedimiento para el tratamiento 

de la muestra e incluso un nuevo método analítico 2-111 

En el presente trabajo, se describe el desarrollo y validación de los métodos de análisis 

para la cuantilicación de vitaminas hidrosolubles por Cromatografia de Líquidos de Alta 

Resolución, para utilizarlos en el control de calidad de productos con las siguientes formas 



farmacéuticas soluciones orales, cápsulas de gelatina dura, tabletas e inyectables, para uso humano 

o veterinario que contienen las vitaminas antes mencionadas como principios activos 

Las vitaminas que se analizaron fueron: el clorhidrato de tiamina, el clorhidrato de 

piridoxina, nicotinamida, riboflavina-S-fosfato, cianocobalamina y el ácido fólico, algunas veces en 

forma simultánea y otras en forma individual, en presencia de minerales (glicerofosfatos), de 

aminoácidos, hierro, edulcorantes, saborizantes o conservadores. 

Se describen los efectos de la composición de la fase móvil como la proporción de 

metanol, cambios en el pH y la longitud de la cadena hidrocarbonada de los ácidos alquilsulfónicos 

formadores del par iónico en la separación de las vitaminas cuando se analizan en forma 

simultánea. Se muestra el uso de la supresión iónica O la formación de pares iónicos en el análisis 

de las vitaminas utilizando columnas CI8 como fase estacionaria, así como la elección de la 

longitud de onda del detector y la forma más adecuada de preparación de la muestra para extraer 

cuantitativamente los principios activos. 

Se eligió una longitud de onda de 280 nm para la determinación simultánea de la 

riboflavina-S-fosfato, clorhidrato de tiamina, nicotina mida y clorhidrato de piridoxina en presencia 

de una mezcla de sales del ácido alquilsulfónico a pH ácido y mezclas de agua, metanol y/o 

acetonitrilo como componentes de la fase móviL En otros casos, se requirió el desarrollo de 

métodos individuales detectando el compuesto a la longitud de onda de máxima absorción 

encontrada (cianocobalamina 360 nm y ácido fólico 280 nm) utilizando soluciones amortiguadoras 

de fosfatos en la extracción de los activos y en las fases móviles. 

2 



11. FUNDAMENTO TEORleo 

1. VITAMINAS 

J. J Clasificación 

Las vitaminas se clasifican en dos grandes grupos: Iiposolubles e hidrosolubles, las 

primeras incluyen las vitaminas A, E, K Y colecalciferol (vitamina D). La vitamina A se encuentra 

disponible como el alcohol libre, retinol y sus ésteres acetato, palmitato y propionato. La vitamina E 

se puede encontrar como la forma d- y di del tocoferol y sus ésteres de acetato y succinato. El 

colccalciferol, normalmente se utiliza en productos farmacéuticos como ergocalciferol (vitamina 

03). Las formas liposolubles de la vitamina K incluyen: fitonadiona (vitamina Kl), menad ion a, 

diacetalo de menadiol y dibutirato de menadiol, pero existen formas hidrosolubles como el di fosfato 

sódico de menadiol, la sal dipotásica del disulfato de menadiol y el bisulflto s6dico de rnenadiona. 19 

Por otra parte, se encuentran las vitaminas clasificadas como hidrosolubles, algunas son 

relativamente insolubles en agua como la riboflavina y la biolina, pero esa solubilidad depende de 

la naturaleza de la estructura del cristal y de la forma de la sal. Para ácidos tales como la biotina y el 

ácido fólico, la adición de álcalis incrementa significativamente la solubilidad. En este grupo 

quedan clasificadas las siguientes vitaminas: el clorhidrato de Tiamina ó vitamina B 1, la cual 

también es común encontrarla como mononitrato de tiamina; La riboflavina o vitamina 82 y la sal 

sódica de riboflavina -5- fosfato, la nicotinamida o vitamina 83, la cual también se encuentra como 

niacina y como ácido nicotínico; el pantenol o vitamina B5 y sus sales pantotenato de sodio y 

pantotcnato de calcio, el clorhidrato de piridoxina o vitamina B6 que también sc pucde encontrar 

como fosfato de piridoxal; la cianocobalamina o vitamina B12 la cual también se encuentra como 

hidroxocobalamina y el ácido fólico. Estas vitaminas, son denominadas del complejo [3 nuo 

Otras vitaminas hidrosolublcs son: el ácido ascórbico (vitamina C) y sus sales ascorbato de 

sodio y ascorbato de calcio y, finalmente, la biotina 

3 



1.2 Estmcltlrll Química J' Propie,lmle.\· 

Las vitaminas hidrosolubles forman un grupo complejo de compuestos químicos sin una 

estructura química común, con diversos grupos funcionales como metilo, hidmxílo, cClóna, 

carboxílo, fcnilo y ami no, que le pueden conferir a cada vitamina un comportamiento diferente, ya 

sea acido o basico, con características adecuadas para presentar fluorescencia o absorción de luz 

ultravioleta a una determinada longitud de onda, diferente pKa, etc. Todas tienen propiedades 

individuales que hacen posible la aplicación de diversas técnicas instrumentales para el analisis de 

estas substancias químicas, ya sea como materia prima o en productos farmacéuticos, en forma 

individual o como multivitamínicos en forma específica. En general, las vitaminas hidrosolubles se 

presentan como sales ionizables en agua, ya sea como clorhidratos, sales de sodio, de calcio, 

fosfatos, nitratos o como acidos o bases débiles, propiedades de suma importancia a considerar en la 

separación para su análisis por CLAR. 

Por otro lado, las vitaminas liposolubles presentan pesos moleculares mayores, su 

estructura química es ligeramente más compleja, presentando adema s de estructuras cíclicas, 

cadena~ largas hidrocarbonadas que las hacen insolubles en agua. Son compuestos no ionizables y 

presentan una conducta semejante para su análisis por CLAR en fase inversa, con mezclas de 

metanol-acetonitrilo y solamente pequeñas proporciones de agua En la tabla 1, se presentan algunas 

propiedades de las vitaminas y en las figuras I y 2 sus estructuras. 



VITAMINA 

T1AMJNA (CLORIIIDRATO) 

pKa 

pKI 

TABLA 1. Algunas Propiedades de las Vitaminas Hidrosolublcs 

MAXIMO DE I SOLUBILIDAD : 
ABSORCION EN AGUA A 2:i"C ¡OTRAS CAH.ACTERISTlCAS DE SOLUBILIDAD 

APROXIMADO (nm) (rnglmL) I 
----- -- - T • -.---~- .' . 

214 IODO i Soluble en cl:Jn,~! ~ Il1Cl:moL Illso1ublc el! clero hc.\:lIIo:-
. I clororormo.I.l·'~lI 

.'i(l{) 

'J 50 I pK2 
1- -pi pKI -t}lO 246 medio ácido 27 ¡ Ligeramente soluble en cloroformo y clanoL z.19

.2! -..--J 
I pKI 1 \)0 I I 

I I K2 = 10:20 LIgeramente soluble en etanol \ clclohcxanol ,lccldl0 de <JImio I 

I 
RIBOFLAVINA P . l' . 272 0,066 - 0,33 I alcohol bcnclhco, soluble en álcalis dilUIdos con dcscomposlclon 1 

punto ISOC cctnco Z II 

I __ <1 e) I __ . I H d ( Insoluble en cter cloroformo <lcclona \ benceno ---l 
RIBOFLAVINA-5-FQSFATO I 272 d d· d d I H I LIbremente soluble en cUllloL 

dc43alll . 
- cpClllcnocp 

pK == 3.10 

2.(10 
~.80 

261 

218 

iOOO I Soluble en etanol. ligeramenle soluble en eter \' cloroformo l 
I . -------i 

16-18 
I Soluble en etanol. muy ligeramente soluble en cloroformo. 

prácticamente insoluble en éter. soluble en solUCIOnes alcalinns de 
hidróxidos y carhonmos,l.1I 

1 ___ • __ - _ • 

. ~~ ~.~;~; I 28CJ 220 I Soluble en etanoL prcictic::Ul1cmc insoluble en éter \' cloroformo:·2! 

, - - -1 Absorbe a longitudes . .. . J --l 
pK = .¡ 41 I 22() Libremente soluhle Mu\' Inestable qUII1I1Cillllcntc menores a 11111 • 

I 
PANTENOL i Absorbe a longitudes L"b I bl Miscible con ct.1l101 \' metano!' ligeramente soluble en cloroformo I ¡ji - menores él 220 11m I remente so u e \' éICr. 2.11 . 

, ---_----~----- Absorbcalonltudcs l ". --------- ----j 
PANTOTENATO DE CALCIO I ' 22

g
,) I 356 I Llgeramentc soluble en etanol" acetona.U1 

I - menores a 11m . 

I ACID~ ~SCORBICO i pK 1 -l ~ 7 1245 lI1edi.~ {¡"cido y 2Ú5·j 333 I Soh;W~ en et'lIIol. n~et,~t~~I· ~ ;¡Cetol;,;. insoluble etl éter. c1oroforltlo 
i pK2 11)7 p II1CdlO neutro , y benceno. 2.11 I 
,- - ,- ----------I------~ ---- --.------ _._--. --
I ASCURIJATU DI':: SUDIU pK J .1:W L 243 {¡20 I MII~ hgcr;H11c~l1C ~{~~llb1c: cn cl<1lml. !lr;kIICal1lCl1tc IIlsoluhlr.: Cl1 "- _____ + pK2 11 úO i I c1oroforll1o y eler. . _____ ._____ _ _ __ 

'1 lUlO 1ú : Autllcllla 1;1 solubilidad e11 ¡Igua caliente. ligcramente solubt..: en ' 
pK 1 -l.70 i Gran incremento de metanol lI1el1,OS soluble en etanoly butano!' Insoluble ,Ct~ accto.n~l. 
pK2 () HO 278 1 bTd d H I cloroformo. eter \ benceno. relatIvamente soluble en aCldo acetlco. 
pK3 'J 00 so 11 l.~ ¡~ il(: P en solucioncs alc·ahn'IS dc hldrÓ.xidos \" carbon:llo" Soluble en 

, __ ~rr~_a __ e _J l. :íc~cl_o~hidr~co ~ s~:'!!Y!!.IE..0 2.19.21 _. _ 

I 

I ACIDO FOLlCO 

. CIANOCOBALAMINA pK .' jO 212 12.5 i Soluble C~l clanol. prú~~I:a~llCntC il1so.lub:c cn cloro~ortllo ~ Cler 1.B. i 
, 
I HIDROXOCOBALAMINA 27. 20 ;' Soluble en etanol. prúcliGI111ell!e IJlsoluble en cloroformo ~ dcr 2.11 
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1.3 Estllhilidml de las Vitll",itws 

Diferentes factores pueden influir en la estabilidad de las vitaminas además de la 

temperatura, ya que es normal que un incremento en ella, acelere su descomposición 

Ciertas vitaminas pueden considerarse estables, debido a que no presentan mayores 

problemas de estabilidad en formas farmacéuticas, estas incluyen al colecalciferol, vitamina E 

acetato o ácido succínico, biotina, niacina o niacinamida, piridoxina y riboflavina Las vitaminas 

que presentan grandes problemas de inestabilidad en diversas formas de dosificación, son la 

vitamina A (retinol y ésteres del retinol), vitamina K, ácido ascórbico, cianocobalamina, ácido 

fólico, acido pantoténico, pantenol y tiam.ina. 

La vitamina A, la fitonadiona y el colecalciferol pueden isomerizarse bajo condiciones 

encontradas frecuentemente en productos farmacéuticos. 

El clorhidrato de piridoxina es estable en soluciones acuosas ácidas y puede incluso 

calentarse por 30 minutos a 120°C sin descomposición. 

La tiamina presenta mayor degradación con el incremento del pH. Se ha encontrado 

también que su descomposición en medio neutro se acelera por la presencia de iones Cu' 2 En 

presencia de nitrito de sodio, se forma azufre y tioemmo además de 4-metil-S-(p-hidroxietil) tiaza!. 

El bisulfito y sulfito hidrolizan a la tiamina y la reacción es más rápida a pH alto. Se ha observado 

degradación total en 24 horas en presencia de bisulfito a pH mayores o igual a 6 en parenterales '9 . 

Las reacciones fotoquímieas presentan mayor velocidad a pH mayores de 4 Los tiazoles 

fotolizados, producen precipitados de tiamida a pH menor de 3 

La riboflavina es estable en presencia de ácidos, al aire y a los agentes oxidantes comunes 

(excepto ácido crómico, permanganato y persulfato de potasio). En soluciones ácidas o neutras y 

con radiación produce lumiflavina. El mismo compol1amiento presenta la ribotlavina-S-fosfato En 

soluciones alcalinas se descompone rápidamente. 



La cianocobalamina puede sufrir degradación catalizada por la descomposición de tiamina 

y pueden formarse cabala minas y cobinamidas. Se ha demostrado también su degradación en 

soluciones acuosas al exponerlas a la luz. 

Las soluciones acuosas de cianocobalamina se descomponen en presencia de acacia, 

aldehídos, ácido ascórbico, gluconato ferroso, sulfato ferroso y vainillina. A pH entre 4 y 7 la 

cianocobalamina es estable en solución acuosa y puede calentarse a 120°C sin una perdida 

significativaJ
. La cianocobalamina es inestable en presencia de ácido ascórbico, especialmente en 

presencia de metales como el cobre, manganeso y molibdeno. La efectan también agentes 

reductores 

Las soluciones de cianocobalamina se han estabilizado con pirimidina, antioxidantes y 

agentes quelantes, ácido citrico, cisteína, dicloro acetato de diisopropilamonio, sales de fierro, 

galactolactato, gluconato, lactato, soluciones amortiguadoras de fosfato (pH 4.6) conteniendo 

cloruro de sodio al 0.8%, sales de potasio y sodio. El alcohol bencilico al 0.9% la protege de la 

descomposición por radiación 

El ácido fólico presenta degradación a pH menor a 4, pero no a pH mayor de S. Se ha 

demostrado también su degradación rápida con la luz solar a pH de 7 y más lenta en soluciones 

alcalinas 

El ácido ascórbico puede presentar oxidación reversible formando ácido dehidroascórbico 

y puede ser catalizada por los iones CU~2, Fe-2
, Zn' 2

, Fe') y Mn- 2
. El oxigeno disuelto en las 

soluciones incrementa la velocidad de degradación. La mitxima velocidad de degradación ocurre a 

pH 4 Y la menor a pH 5.6. Se ha demostrado que la luz fluorescente no afecta la degradación del 

ácido ascórbico en soluciones puras, pero en presencia de la ribollavina se acelera su 

descomposición. 

Se han demostrado además ciertas incompatibilidades entre vitaminas, como son las 

siguientes. tiamina-riboflavina; tiamina-ácido fólico, tiamina-cianocobalamina, riboflavina

niacinall1ida; riboflavina-acido lolico; ribotlavina-ácido ascórbico, niacinamida-ácido ascórbico, 

niacinarnida-ácido fólico; ácido ascórbico-ácido fólico; ácido ascórbico-cianocobalamina.
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/.4 f'dultil';lllmi,,;co.\' 

Las vilaminas son compuestos orgánicos que se requieren en pequeñas cantidades para el 

desarrollo normal de la vida animal, incluyendo al hombre, y no pueden ser sintetizadas en el 

cuerpo o lo son en cantidades insuficientes. Actúan como grupos prostélicos en muchas etapas del 

metabolismo y su deficiencia puede deberse a una dieta inadecuada o un incremento de los 

requerimientos en etapas como el embarazo. Puede producirse también debido a alguna 

enfermedad, o por fármacos, Las vitaminas pueden usarse para prevenir y tratar algún estado de 

deficiencia vitamínica. l 

Por lo general, se presentan deficiencias múltiples de vitaminas y se han encontrado casos 

en los que la administración de una de ellas, incrementa la necesidad de otra, por lo que existe 

justificación real para la terapia multivitamínica. Las deficiencias que ocurren más frecuentemente 

están relacionadas con: la tiamina, nicotinamida, riboflavina, ácido fólico y vitamina BI2 Las 

deficiencias de ácido pantoténico y biotina solo se han producido experimentalmente y la 

deficiencia de piridoxina se ha presentado en infantes alimentados con fórmulas sin fortificar con 
. . 1 

vitaminas. 

Los productos multivitaminicos tienen la ventaja de que contienen las proporciones de 

vitaminas necesarias para la nutrición, y las formas farmacéuticas más comunes son las sólidas. más 

específicamente tabletas recubiertas y cápsulas; esto es explicable debido a la incstabilidad 

potencial de las vitaminas, aunque se pueden formular en diferentes formas farmacéuticas como 

a. Emulsiones acuosas: En esta forma se preparan dispersiones acuosas de vitaminas, 

utilizando agentes tensoactivos adecuados y la preparación de dispersiones claras 

puede hacerse utilizando agentes surfactantcs. 

b. lnyQgables: En forma de inyectable podemos encontrar a las vitaminas A, E Y 

colecalciferol en solución o en emulsiones acuosas, principalmente para uso 

veterinario Se ha utilizado butilhidroxitolucno como antioxidante l
" y sellado de viales 

en atmósfera de nitrógeno, se ha utilizado también esterilización por calor húmedo en 

emulsiones para uso veterinario, encontrándose una minima degradación dc vitamina :\ 
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que permite utilizar este proceso de esterilización. La vitamina K generalmente se 

fórmula con los derivados hidrosolubles. 

De las vitaminas hidrosolubles, la tiamina y el ácido ascórbico generalmente se 

formulan en forma individual en inyectables, esto debido a su gran inestabilidad 

quimica, pero se ha utilizado con éxito la mezcla EDT A, monotioglicerol y bisultito 

de sodio en formulaciones inyectables de ácido asc6rbico para evitar su 

degradación. 19..20 

c. la_bleLa.5: Las vitaminas liposolubles, A, E Y colecalciferol, normalmente se incorporan 

a las tabletas en forma de adsorbatos o productos recubiertos. Las vitaminas 

hidrosolubles tiamina, riboflavina, niacinamida, y piridoxina, que pueden contribuir al 

sabor en tabletas masticables, se pueden encontrar también en formas recubiertas. El 

ácido ascórbico puede estabilizarse con pequeñas cantidades de etilcelulosa. La biotina 

y cianocobalamina pueden utilizarse en forma de adsorbatos conteniendo pequeñas 

proporciones de la vitamina para asegurar la distribución de las cantidades tan 

pequeñas normalmente utilizadas Se han empleado tanto la granulación húmeda como 

la seca y la compresión directa en la fabricación de tabletas vitamínicas con un 

posterior recubrimicnto. 19
, 20 

d. ~sulas: Es otra de las formas farmacéuticas más comunes, sobre todo las cápsulas de 

gelatina blanda, debido a su sellado hermético. En esta forma farmacéutica se ha 

encontrado buena estabilidad para la riboflavina, piridoxina, Vitamina E, ácido 

ascórbico y niacinamida, así como para la Vitamina A y el colecalciferol. Para la 

cianocobalamina y el ácido fólico, tiende a vanar de acuerdo al producto y el 

pantotcnato de calcio generalmente tiene poca estabilidad Se ha encontrado que el 

nitrato de tiamina es más estable que el dorhidrato de tiamina. 

e. S.9!Y..G.ip_nes Orales: De esta manera podemos encontrar jarabes y gotas, pero en estas 

formas farmacéuticas generalmente se presentan problemas de estabilidad, tanto fisica 

como química. Son las menos recomendables para el desarrollo de formulaciones 

multivitamínicas. Una alternativa podrían ser los polvos para reconstituir 
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r. Ungücntos cremª-i.yJ.Q<i.on~$: Constituyen algunas otras formas farmacéuticas cn que 

podemos encontrar a las vitaminas 

2. METODOS GENERALES DE ANALlSIS 

Existen en la actualidad una gran cantidad de métodos para el análisis de vitaminas 

hidrosolubles, en donde se aplican diversas técnicas, como las de titulación, las 

espectrot'otométricas, fluorométricas, den sito métricas, cromatografia de gases y cromatografía de 

líquidos de alta rcsolución. 2
•
18 La primera, generalmente solo puede utilizarse en el análisis de la 

sustancia pura, es decir, como materia prima, Las dos siguientes necesitan, por 10 general, de un 

tratamiento previo de las muestras result~ndo métodos caros y laboriosos que requieren de una gran 

inversión de tiempo, poco prácticos para el análisis rutinario en control de calidad y menos aún para 

los estudios de estabilidad. Generalmente en estos casos se analiza de manera individual cada 

vitamina en caso de que pueda aplicarse al análisis de producto terminado. Ninguno de estos 

métodos satisface completamente las necesidades requeridas en la industria farmacéutica 

La cromatografia en capa delgada, requiere la recuperación de la muestra desde la placa 

para utilizar posteriormente alguna otra técnica como la espectrofolOmétrica para la cuantifícación, 

lo que involucra también tiempos de análisis largos; una alternativa a esta opción es el uso de placas 

de cromatografia de alta resolución y de un densitómetro. 

Por otro lado, en la cromatografía de gases, 3 es común el uso de agentes derivatizantes 

caros para hacerlas más volátiles y poder trabajarlas a temperaturas menores para evitar su 

descomposición térmica en la columna. Por estas razones, la técnica de elección en el análisis de 

productos, no solo multivitamínicos sino en general en la industria farmacéutica en el control de 

calidad y en estudios de estabilidad, es la cromatografia de líquidos de alta resolución, usando 

generalmente columnas de fase inversa de octadecilsilano.3
.
t8 
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3. CROMATOGRAFIA 

3. / Definición 

La cromatografia es una técnica de separación de mezclas en [a cual cada componente se 

distribuye entre dos fases, una denominada fase estacionaria y otfa denominada fase móvil. 

Dependiendo de sus características fisicoquímicas, cada componente podrá tener mayor afinidad ya 

sea por la fase estacionaria o por la fase móvil, produciéndose su separación 

3.2 Mecllnismos de .\'eparaciáll 

Básicamente, existen cuatro mecanismos que explican la separación de los componentes de 

una mezcla en un sistema cromatográfico, estos son: la adsorción, la partición, el intercambio jónico 

y la exclusión. Cada uno de estos mecanismos predominan en cada uno de los tipos de 

cromatografia utilizados. 22
-
2J 

Adsorción: En este mecanismo, se presentan interacciones reversibles de las substancias a 

IO$:)sitios activos presentes en la superficie de la fase estacionaria a través de fuerzas electrostáticas 

o enlaces de hidrógeno y constituye el principio de separación predominante en la cromatografia 

sólido-líquido y sólido-gas 

Partición: En este mecanismo, se presentan fenómenos de distribución entre las dos fases 

cromatográficas, de acuerdo al coeficiente de partición de los componentes de la mezcla a separar y 

se presenta en forma predominante en la cromatografia líquido-líquido y líquido-gas 

Intercambio iónico: Es un mecanismo de separación en donde la fase estacionaria la 

constituyen grupos funcionales ácidos o básicos unidos a la superficie de un polímero (resina de 

intercambio iónico); la fase móvil generalmente es agua y los compuestos a separar iones En este 

mecanismo, se forman auténticas combinaciones químicas heteropolares reversibles Las especies 

cargarlas en la fase móvil, son atraídas a los grupos funcionales del intercambiador iónico y 

desplazan a los iones unidos originalmente al intcrcambiador. Este mecanismo es útil en la 

separación de iones y compuestos con carga, pero realmente es poco común en el análisis de 
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productos farmacéuticos, ya que los sistemas tienden a presentar baja reproducibilidad o se 

requieren tiempos considerables para alcanzar su estabilización. 

Exclusión Utilizado básicamente en la separación de compuestos de alto peso molecular, 

como proteínas y polímeros, en este mecanismo los compuestos a separar y que tienen un volumen 

molecular relativamente pequeño, se introducen en los espacios huecos de la fase estacionaria 

provocando su retención, en cambio los compuestos de mayor volumen molecular que no pueden 

introducirse en los intersticios de la fase estacionaria son llevados por la fase móvil lográndose la 

separación 

3.3 Clasificación de la CronUllografia 

Se puede clasificar la cromatografia de diversas maneras: de acuerdo a los mecanismos de 

separación mencionados anteriormente o de acuerdo al soporte de la fase estacionaria en superficie 

plana o columna, pero la clasificación más COmún se basa en el tipo de fase móvil utilizada, es decir 

un líquido o un gas, 22,24 esta clasificación se muestra en la figura 3. 

Otra clasi (icación útil, que considera tanto las polaridades de la fase estacionaria como de 

la móvil, divide a la cromatografia en dos tipos: cromatografia en fase normal y cromatografia en 

fase inversa La primera utiliza una fase estacionaria polar del tipo sílica gel y una fase móvil no 

polar con el uso de disolventes tales como benceno, tolueno, cloroformo, etc. Prácticamente fue del 

primer tipo de cromatografia que empezó a utilizarse, pero los reactivos además de tóxicos resultan 

ser caros, por lo que en la actualidad se utiliza más comúnmente la cromatografia en fase inversa, 

que emplea una fase estacionaria no polar del tipo octadccilsiláno y una fase móvil polar que 

permite el uso de mezclas de disolventes tales corno el agua, metanol y acctonitrilo, que resultan 

menos lóxicos y más baratos 



CROMATOGRAFIA 
DE GASES 

CROMA TOGRAFIA 
DE LlQUIDOS 

CROMATOGRAFIA GAS-LIQUIDO (Partición) 

CROMATOGRAFIA GAS-SÓLIDO (Adsorción) 

CROMATOGRAFIA 
PLANA 

CROMATOGRAFIA EN CAPA DELGADA 
(Adsorción) 

CROMATOGRAFIA EN PAPEL 
( Adsorción, Partición) 

Cromatografía líquido-sólido 
(adsorción) 

Cromatografía líquido-líquido 
(partición) 

CROMATOGRAFIA ------ CLAR 
EN COLUMNA 

Cromatografía de intercambio 
iónico 

Cromatografía de exclusión 

FIGURA 3. Clasificación de la cromatografía 

3.4 Cromlltografíll de Líquidos de Alta Resolución 

La cromatografia de líquidos de alta resolución (CLAR)2,IJ, 22-23 implica, en forma general, 

el uso de una fase móvil líquida que consiste en una mezcla de disolventes que se hace pasar a 

través de una columna empacada con la fase estacionaria; para esta operación se hace necesario el 

uso de un sistema de bombeo. El equipo requiere también de un inyector, ya sea manual o 

automático, para introducir las muestras a la columna y de un detector adecuado para el análisis de 

la muestra, además de un registrador. La tecnología actual, permite el manejo de todo un equipo 

cromatográfico a través de una computadora y el uso de programas específicos aplicables a esta 
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tecnica de análisis incluyendo detectores de arreglo de diodos, pero los principios siguen siendo los 

mismos 

Las partes básicas de un cromatógraro de líquidos se describen en la figura 4 

-
~ 
~ 

E 
:11. 

.-

SISTEMA J COLUMNA 1 DE INYECTOR I 
BOMBEO 

I 
OBTENCION 1. 1 DETECTOR J 
DE DATOS 1 

FIGURA 4. Partes básicas de un Cromatógrafo de Líquidos 

Fase móvil: En el análisis de productos farmacéuticos por CLAR en fase inversa, se 

utilizan basicamente mezclas que contienen: agua, metanol, acetonitrilo y, algunas veces, pequeñas 

cantidades de tetrahidrofurano_ Adicionalmente, se requiere el control del pH, para lo cual suelen 

utilizarse ácidos débiles como el ácido acetico y el ácido fosfórico, siendo más recomendable este 

último debido a la menor absorbancia que presenta a longitudes de onda bajas en la región 

ultravioleta Una forma más efectiva del control de pH es utilizar soluciones amortiguadoras, como 

las de fosfatos, ya sea de sodio, de potasio o de amonio y ácido fosfórico e hidróxidos de sodio o 

potasio para efectuar el ajuste final del pH_ Otras sales que pueden adicíonarse a la fase móvil y que 

son muy utilizadas en la actualidad en la cromatografia de par iónico son las sales de sodio del 

acido alquilsulfónico (etano, pentano, hexano, heptano y octano sulfonato de sodio) para el analisis 

de compuestos que se ionizan en medio ácido, es decir, bases débiles. muy comunes en productos 

farmacéuticos. Por otro lado, tenemos las sales como el hidróxido de tetrametil y tetrabutilamonio o 

bromuro de tctraheptilamonio para compuestos que se ionizan en medio alcalino, aplicables al 

análisis de <lcidos débiles en productos farmacéuticos. El uso de estos reactivos es común en la 

técnica de separación por par iónico en donde la primera condición, es mantener ionizado el 

compUl'sto que se requiere separar y que dependera por 10 tanto de su caracter ácido o básico La 
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ionización se logra entonces controlando el pH, posteriormente se forma un par jónico con la sal 

adicionada y puede lograrse la retención y separación en un sistema cromatográfico de fase inversa. 

Cuando se quiere utilizar la técnica de supresión iónica, basta simplemente con el control de pH 

para evitar ionizar los compuestos que se desean separar. En la cromatografia de fase inversa se 

requiere que los ana lito s no tengan carga, lo cual se logra básicamente suprimiendo la ionización o 

ionizando primero y formando un par iónico que se compona como un compuesto sin carga (ver 

tabla 11) Existen otras sales que pueden ser utilizadas en las fases móviles con el mismo principio 

Es común también el uso de dietilamina y trietilamina para disminuir la asimetría de picos en el 

cromatograma. Las diversas sales del ácido alquilsulfónico generalmente tienen un efecto de 

retención proporcional a la longitud de la cadena carbonada, lo cual pude utilizarse para optimizar 

la separación. Otras sales y su aplicación se muestran en la tabla lll. 

Es la gran diversidad de fases móviles posibles de utilizar es lo que ha hecho de la 

cromatografia de líquidos una herramienta indispensable en el análisis cuantitativo de productos 

farmacéuticos. 

f----- TABLA 11. Té,n;,as para retener Compuestos usando Cromatograr;a en Fase Inversa 

I 
¡ FORMA 1

1 

FORMA AJUSTE DE rH 1
I 

PAR IONICO O 
COMPUESTO nKa ENCONTRADA ENCONTRADA TECNICA DE 

IONICO ,- . SEPARACION (requerido en fa~ . SOLUClOl"O 
I A pH 2-5 A pH 7-8 - mó\·il) i AMORTIGUADORA 

~------~I ---'--~::-------f- - - I Dependiendo del 1- - ------
ACIDO Tetrabutilamonio O 

FUERTE < 2 [O:--':J/. \D.\ IO:--':IZ \D:\ PAR IONICO compuesto que sales del ácido 
liAr forn~,lf(·~ el par I alqllllsulfónlCo 

-------,---'-1 _____ I L lomeo 
I I SUPRESION I Supresión pH 2-5 I 

~
ACIDO DEBIL > 2 :\"010:--':1%,\1):\ 1 0:---: !Z \D,\ IONICA O Par jónico I Sales de fosfatos o 

liAd I • PAR IONICO I H 7-8 tctrablllilamOlllO -----+-- -- - ------- - --f-'o'------c--jJ-.~~---
BASE DEBIL SUPRESION Supresión pl-l 7-8 Sales de fosfatos o 

I BH" d .~ ¡_<_8_'_IO'\IZ_\~)_~ _' '_O_IO_:\"IZ:\D;\ IONICA O __ P:p"tliÓ2'_~_~co Sales del :"leido _ -.-1 _ _ __ rAR IpNIt;:9_ _ __ _ _ al_g~I~SI~ó!.lieo 

BASE FUERTE 
811' f 

>8 

I 
IO:\"IZ;\I).\ IO:--:,Z \I)¡\ 
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TABLA 111. Reactivos de uso frecuente en Fases Móviles 

TIPO DE SALES DERIVADCOOSMD-UENUSO~MÁS,'-_ -1 _ _A,PLlC_ACIO_ NES , 
- - - - - - - - --- --l-~~c--''''''''",-''

ctanosulfonato de sodio 
1 

I SALES DE SODIO DEL ACIDO 
I SULFONrCO , 

pcntanoslllfonato de sodio lEn cromatografi:1 par lomeo 
hcxanosulfonato de sodio cn el análtSlS de compuestos con 
hcptanosulfonato de sodio carácter báSICO 

_. __ o..c~<l:n~~~Jf~n~t~ de ~oI!io. ¡.- _ .. - - -- i 
SALES CUATERNARIAS DE AMONIO tctrabutilamonio (TBA') análisIs de compuestos con ~

¡ :EIl cromatografia par iómeo en el I 
carácter acido 

OTRAS lau~il sul~ato d d' '1 'd- for~1adOra~ ~c-p:r-i~llic~- - -,-1: 
suJ¡oslIccmato e loell so lCO I 

: SOLlJCION AMC>Rl'IGUA-OORA DE - Bá~a,n,lcn,t,c C,'~ ~ro~l<~tog;:-afi; dc-I 
citrato de sodio y ácido cítrico 

,CITRATOS ------1-:-.------- _ _. sugrcslO.n~o~lc9 _ ___ _J 
fosfato de sodio monobásico y 

SOLUCIONES AMORTIGUADORAS dibásico Básicamente en cromatografia de 
DE FOSFATOS fosfato de potasio monobásico supresión jónica 

\' dibásico 
SOLUCION AMORTIGUADORA DE formiato de sodio. ácido En cromatograflJ. de supresión 
FORMIA"T-'O:....________ fórmico, [ormjata de J..man.i9 iónica . - --
SOLUC10N AMORTIGUADORA DE Acetato de sodia y áCido 
l~CE!.~r.~. _________ -1-"a"ce,,'t":ic""o~ _____ _ 

~n cramatografia de supreSión J 
IOllIca -- - - __ o ______ _ 

Bomba: Se requiere siempre un sistema de bombeo para hacer pasar la fase móvil a través 

de la columna. Se le han sumado aditamentos a fin de alcanzar siempre un flujo constante para 

lograr reproducibilidad en los tiempos de retención y, por lo tanto, en los análisis. Se han 

desarrollado sistemas automáticos que efectúan cambios de flujo y cambios en las proporciones de 

la fase móvil programables a través del tiempo que se aplican en las separaciones por gradiente 

Inyector: A través del inyector, se introducen las muestras al sistema cromatográfico y 

existen en la actualidad tanto inyectores manuales como inyectores automáticos con capacidad 

promedio de 100 muestras en los sistemas automatizados La principal caracteristica que debe tener 

un inyector, es su reproducibilidad de inyección a inyección, lo cual generalmente no resulta ser un 

problema en esta parte de los equipos. 

Columna: De hecho, es en donde se lleva a cabo la separación y constituye una de las 

partes fundamentales en un sistema cromatográfico Las columnas usadas en CLAR son de acero 

inoxidable con diferentes dimensiones, desde 30 cm hasta sólo algunos centimetros, siendo cada 
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vez más comunes estas úhimas y teniendo la misma o mejor resolución debido a la disminución en 

el tamaño de partícula, es posible controlar también [a forma esférica de la rarticula, re ro lo más 

importante Son las características de polaridad que presentan esas fases estacionarias. La base de 

todas ellas es la sílica gel, pero modificada químicamente para hacerla menos polar, sustituyendo 

los grupos OH por cadenas de 18 carbonos en las columnas ODS o e 18, por cadenas de 8 carbonos 

en las C8, por cadenas de 2 carbonos en las C2 o por grupos -CN en las columnas ciano, también 

pueden efectuarse sustituciones por grupos amino o fenilo. Usando una columna OOS (C 18), 

prácticamente pueden lograrse casi todas las separaciones requeridas en el análisis farmacéutico 

utilizando la fase móvil adecuada. 

Detector: Existen diferentes tipos de detectores utilizados en CLAR, pero el más utilizado 

en el análisis de productos farmacéuticos es el detector ultravioleta, el cual ha ido evolucionando 

desde los detectores de onda fija que solamente eran capaces de trabajar a dos longitudes de onda 

hasta los actuales detectores de arreglo de diodos, que permiten detectar simultáneamente a todas 

las longitudes de onda del espectro ultravioleta-visible, lo cual hace posible efectuar el espectro de 

cada uno de los compuestos que eluye de la columna, teniendo actualmente esta técnica mayores 

herramientas de identificación. Otra de las aplicaciones de este detector es en la determinación de la 

pureza de un pico en la especificidad de los metodos analíticos. En la tabla IV se resumen algunas 

características de los principales detectores para Cromatografia de Líquidos de Alta Resolución 

Obtención de datos: Este puede ser a través de un integrador o una computadora personal 

y constituye la parte del equipo en donde se almacena e imprime la información relacionada con el 

análisis 

En forma general, siempre se hace necesario el desarrollo de un procedimiento específico 

para tratar una muestra particular para su análisis por cromatografia de líquidos de alta resolución, 

el cual dependerá de ciertas características de la formulación, tales como: su forma farmacéutica, 

los aditivos o el número de vitaminas presentes en el producto, así como su concentración, sin 

embargo, se pueden establecer guías generales para implementar y desarrollar los métodos 

requeridos para el análisis de medicamentos por Cromatografia de Líquidos de Alta Resolución 
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TABLA IV. Características de Diferentes Detectores Utilizados en eL,\!{ 

I IlET ECTOR 

~iCE 
\ ~[FRA(, 

DE---¡ 

ClON I 

[DETECl 
I U.VON! 

'OR - --,-

)A FIJA 
, 

OR U V· I DETECl 
VISIBLE 
VARIAB 

ONDA 
LE 

OR U.V.-DETECl 
VISIBLE 
ARREGI 
DIODOS 

DETECl 
FLUORE 

DE 
,ODE 

--
ORDE 
.SCENC1A 
----

, 
I 

I 
, 

, 
, 

-
OR 
OQUIMICO I 

DETECl 
ELECTR 

-- -
EMI'U:O 

-

Universal 

Selectivo 
. -

SeleelÍvo 

Selectivo 

Selectivo 

--
Selectivo 

'ORDE DETECl 
CONDU CTIVIDAD 

I 
Selecti,·o de iones 

IDETECI 
: REACCl 
i __ ~ . 

._. __ . 
ORDE 
ON 

. _--

--.-

Selectivo 

-- -~ 

-

LIMITE Il~: 
DETECClON 

OBSERVACIONES I 

j 
- . -~,1 
Alrededor ~e O 7 ~lgl EXisten do 

m 
s tipos a) renex]ón ~ b) dcne.\IÓn I 

Alrededor de (U -rD~~pritl 
_ 1:~J;/I!~L _ . .§ól? p~~de 

leros detectores U V: para CLAR 
n usarse a 25-1. ~ 2KU nm 

I 
I 

Alrededor de 0.3 
nanogramosl tuL 

Alrededorde 0.3 
nanogramoslmL 

--- -
Alrededor de R 
p]cogramoslmL 

----_. 
Alrededor de IO-J 

nanogramoslmL 

Hasta alrededor de 
O.2%de diferencia 

cntrc la conductividad 
de dos SUSI¡¡nC~ _ 

semejanle a U.V. y 
nuorescencia 

De uso m;i s eOlllun en el ,iTca rarmacéutica. 
Intervalo d 
elegirse eu 
si mult¡ine¡¡ 

e aplicaciones muy amplio. Puede 

alql,lÍcr longitud de onda o en ror,m]" 
detectar a -l.. 

~~te~; de dete;to~~~~~.~a~~es I El rruís rcci 
de detectar Sllllulláncalllcnte en todo el I 

V - "isible espectro U 
---
Muy seJcct ]\'0 Pocos compuestos nuorescen. 

lUcha senslbdldad pero COIl 11 
----

Poco usad 
grandes pe 

O realmente en CLAR pero COII -1' 
rspcctivas debido a su clcvada 

seIlsibilida d ~e detección _ __ _ _ _1 

Para detec Clón de IOnes/sustancias conductoras I 

1-- --
Aplicable 
grupos ero 

p,,;', ;us;;;;~;:,-;-q~ -cont~ngan-I 
~l.lóforos o permitan su I 

1011. incorporac 

4. VALlDACION DE METOIlOS ANALlTICOS 

La otra pal1e importante en el desarrollo de los métodos analiticos es la validación Esto 

implica el demostrar que el método es lineal, preciso, exacto, reproducible y especifico, de acuerdo 

al uso que se le dara al método, ya sea para el control de calidad del producto o materia prima, 

eSlUdio~ de estabilidad, determinación de trazas, compuestos relacionados o productos de 

degradación Otra parte es la determinación de la tolerancia del sistema y la estabilidad de la 

muestra 2~ J2 
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4. } Validación 

La validación de un método analítico se define como el proceso a traves del cuál se 

demuestra que el método cumple con las características o requisitos para las aplicaciones analiticas 

deseadas, expresándolo en términos de parámetros analíticos. 

4.2 Linealidad 

La linealidad de un sistema o método analítico es su habilidad para asegurar que los 

resultados analíticos obtenidos son proporcionales a la concentración de la sustancia en un intervalo 

determinado. Esta relación podrá ser directa o a través de una transformación matemática. En la 

validación de un método analítico, se requiere evaluar la linealidad del sistema y la linealidad del 

método, en el primer caso, se demostrará que existe una relación lineal de la respuesta medida con 

respecto a la concentración del principio activo a las condiciones establecidas en el método 

propuesto, se trabajara entonces exclusivamente con el principio activo a diferentes 

concentraciones. En la linealidad del método, se demuestra que existe una relación lineal entre la 

cantidad adicionada y la recuperada, utilizando placebos adicionados de cantidades perfectamente 

conocidas del fármaco, y analizándolos bajo las condiciones establecidas en el método 

4.3 ExactitUlI 

La exactitud de un método analítico, es la concordancia entre un valor obtenido 

experimentalmente y el valor real. Se expresa como el porcicnto recuperado al analizar placebos 

adicionados con cantidades perfectamente conocidas de la sustancia a evaluar Se utilizan para su 

evaluación los resultados obtenidos en la linealidad del método. 

4.4 Precisión 

Precisión de un método analítico es el grado de concordancia entre resultados analiticos 

individuales obtenidos cuando se aplica repetidamente el método a una muestra homogénea del 

producto, usualmente se expresa en términos de coeficiente de variación. 
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La precisión puede evaluarse como rcpetibilidad y como reproducibilidad 

./ Rcpetibilidad" Es la precisión de un método analítico expresada como la concordancia 

obtenida entre determinaciones independientes realizadas bajo las mismas condiciones 

(analista, tiempo, aparato, laboratorio, etc.). Se acostumbra evaluarla en muestras que 

correspondan a la concentración del 100% de acuerdo a las condiciones establecidas en 

el método y se puede evaluar conjuntamente al efectuar la linealidad del sistema y 

durante la linealidad del método. Se puede calcular también la rcpetibilidad total del 

método analítico utilizando .todos los valores obtenidos para la exactitud del método 

expresados en % recuperado y calculando el coeficiente de variación de esos valores . 

./ Reproducibilidad: Es la precisión de un método analítico expresada como la 

concordancia entre determinaciones independientes realizadas bajo condiciones 

diferentes (diferentes analistas, en diferentes días, en el mismo y/o en diferentes 

laboratorios, utilizando el mismo y/o diferentes equipos, etc.) 

4. S Limite de Detección 

Es la mínima concentración que puede detectarse para una sustancia en una muestra bajo 

las condiciones de operación establecidas. Esta prueba resulta importante en la determinación de 

trazas, tales como productos de degradación potencialmente tóxicos, impurezas en materias primas, 

compuestos relacionados o métodos analíticos aplicados a evaluar los sistemas de limpieza de las 

áreas de producción 

4.6 Limite de Cmmtificllción 

Es la mínima concentración de una sustancia en una muestra que puede ser determinada 

con precisión y exactitud aceptables bajo las condiciones de operación establecidas 
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4. 7 E.\pec~ficid(ld 

Es la habilidad de un método analítico para obtener tina respuesta debida únicamente a la 

sustancia que interesa analizar y no a otros componentes de la mucstra Esta prueba se realiza de 

acuerdo a su aplicación, si será utilizado para el control de calidad del producto terminado, basta 

demostrar que no existe interferencia del placebo, en cambio si el método se utilizará en estudios de 

estabilidad se deberá comprobar la capacidad del método para cuantificar el principio activo en 

presencia de sus posibles productos de degradación o en presencia de posibles productos de 

degradación del placebo, para lo cual se sugiere someter el principio activo, el placcbo y el 

produclO terminado a condiciones ácidas, básicas y de oxidación usando comúnmente peróxido de 

hidrógeno o al efecto de la temperatura y/o luz, considerando la ruta de degradación más probable 

para el principio activo. Se ha sugerido lograr una degradación del principio activo entre ellO y el 

30%. El método deberá ser capaz de cuantificar el principio activo en presencia de cualquier posible 

produclo de degradación, ya sea del principio activo o de los aditivos Si se cuenta con los 

productos de degradación, pueden adicionarsc al placebo y a la formulación además de analizarlos 

individualmente y evaluar si el método analítico propuesto es adecuado para separar el principio 

activo 

4, H E.\'whiiidlltl de 1" kluestrll 

Es la propiedad de una muestra preparada para su cuantificación, de conservar su 

integridad fisicoquimica y la concentración de activo después de almacenarse durante un tiempo 

determinado bajo condiciones específicas como: temperatura ambiente, refrigeración y/o exposición 

a la luz 

4.9 Tolerancia del .\'istemll 

Es el grado de reproducibilidad de los resultados obtenidos por el análisis de la misma 

muestra bajo modificaciones de las condiciones normales de operación, tales C0l110 diferentes 

temperaturas, lotes de reactivos, modificaciones del pH, fuerza iónica o porcentaje de modificador 

orgánico en la fase móvil o variaciones en la longitud de onda Se pueden evaluar también 

diferellles tipos de empaque o columnas con menor eficiencia a la usada durante el desarrollo del 



método Se ha sugerido variar el pI-! en ± 1 unidad del especificado en el metodo, variar por lo 

men'os -!. 10 unidades la fuerza iónica normal de trabajo y el modificador orgánico con ± 10% si se 

encuentra en la fase móvil en una proporción m,1yor al 50%, si se encuentra en una proporción de 

10% se sugiere probar ± 50%. Si la fase móvil es una mezcla compleja, se sugiere manejar 

combinaciones diferentes de los componentes Si se manejan temperaturas, se variara en ± 10° e y 
la longitud de onda en ± 10 nm. Finalmcnte, se sugicre comparar la eficiencia de la columna con 

otra que tenga un 30% menos de eficiencia La tolerancia nos permite conocer la robustez del 

método validado. 

4, } () Criterio." Mínimo ... y Adiciona/es en /a Validación de Mélotl(}~ Ana/ílico,,· 

En la tabla V, se resumen las pruebas sugeridas para la validación de métodos analíticos, 

los parámetros estadísticos utilizados para su evaluación, los criterios mínimos de aceptación 

recomendados y los criterios adicionales. 

Se ha determinado que durante la validación de un método analítico, es siempre importante 

considerar la aplicación del criterio del analista considerando factores relacionados con el o los 

principios activos, concentraciones, forma farmacéutica, tipo de muestra, método de análisis, 

propósito de la técnica analitica, instrumentación, sustancias relacionadas ctC. 2
-1.J2 

4.1J Adecuación ,le/ Si.\'lelllll CronJlllográfico 13, H 

Es un término utilizado en los últimos años para describir a una serie de parámetros 

cromatográficos mínimos bajo las cuales se deberá efectuar el análisis de un principio activo y 

dcbcran establecerse durante el desarrollo del método analítico, mantenerse durante su validación y 

posteriormente cada vez que se haga uso de ese método analítico La adecuación del sistema se usa 

para verificar que la resolución y reproducibilidad de un sistema cromatográfico sea el adecuado 

para el análisis que se efectuará y deberán determinarse con el pico de interés, Actualmente, estas 

condiciones se especifican en muchos de los métodos descritos en las farmacopeas y los equipos de 

cromatografia recientes incluyen en sus programas, las fórmulas de cálculo para evaluarlos 

automáticamente si se requieren Estos parámetros se describen a continuación 



EfLciefl~i-ª--d_ek ffil!!ITI!1ª (N): Se evalúa como el número de platos teóricos y es un valor 

específico para cada principio activo. Este parámetro se deberá establecer corno un valor mínimo 

requerido)' que corresponderá al encontrado durante la valid,1ción del método analítico. Se deberá 

especificar principalmente cuando hay un sólo pico de interés en el cromatograma y se podrá 

calcular con la fórmula siguiente: 

N = /6(1/ W)' 

Donde N es el número de platos teóricos de la columna, t es el tiempo de retención y W es 

el ancho del pico en su base 

Resolución (R): Es una función de la eficiencia de la columna y es una medida del grado 

de separación entre cada uno de los picos eluídos para establecer el poder de resolución general del 

sistema y para medir la resolución entre el estándar interno y el principio activo. Puede calcularse 

con la siguiente fórmula para dos picos cromatográficos: 

Donde: tI Y 12 son los tiempos de retención respectivos para los picos I y 2. W I y W2 son 

los anchos de los picos 1 y 2, respectivamente, en su base. 

Precisión (C.v.): Evalúa la repetibilidad entre inyecciones del sistema calculando la 

desviación estándar relativa de 5 inyecciones repetidas cuando el limite establecido es 2.0% o 

menor y con 6 inyecciones cuando el límite es mayor a 2.0%. 

Bt~or ~ CQle_º (T): Se refiere a la asimetría del pico y es un parámetro que puede afectar 

la repetibilidad entre cada inyección si el pico presenta demasiado coleo El valor ideal para este 

parametro es de 1, que correspondería a un pico perfectamente simétrico. El valor limite aceptado 

es de no más de 2.0; sin embargo, este parámetro podrá establecerse de acuerdo a los resultados 

obtenidos en la validación. Se calcula de la siguiente manera 

T = WII. IIS 2 f 
Donde W005 es el ancho del pico al 5% de su altura y f la distancia del centro del pico al borde 

frontal del mismo, determinados al 5% de su altura 
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TABLA V. Evaluaciones Recomendadas para la Validación de Métodos Analíticos 

- FORMA -DE EVAL-UARlA--

I ConstruyendO'CiJlVa de-calibración (concentración conTra 
, respuesta) utilizando cuando menos 5 diluciones a partir de 

una solución patrón y preparando cada diluCión cuando 
menos por duglicado __ _ 
Preparando por lo menos 6 diluciones de la concentración 

, seleccionada como 100% la cual es la concentración de la 

I 
muestra e.n la SoluCión fmal que proporciona una respuesta 
adecuada 

-1 A pa'¡1Ir de placebos adicionados de cuando menos"3 - . 
, diferentes cantidades de la sustancia de Interés cada uno 
, de manera independiente haCiendo el análisis por triplicado 

CRITERIOS ~INIMOS DE ACEPT ACIÓ!i 

r 2: 0.99, (22:098 
e v :5 1 5% para métodos cromatográflcos 

e_v ::; 1 5% cromatográficos 

m 1; b o, r 2: 0.99; r2 2: 098 

_ .L~ERlqS -ADiCIoNAL-ES] 
, I 
lb"" O, el Intervalo de confianza para 
, b deberá Incluir al cero. efectuar 
• prueba de hipótesIs para b 

I 
I I 
t El intervalode-confianza para-t; - 'l 
: deberá incluir al cero y el de la 
I pendiente al 1, pruebas de hIPóte.siS.~ 

I 

EXfl~I:~~U~oDr:L 1

I
I ~1",'~"IIHlo Ins VIlI~)I('~ di! 11I11',1Iujild eje l11ólodo C0l110 ~1(~n~71~OI~i(~I~l~~~~o(~~sfJri~lfor;~.<llr)~J~¡~I;l~~II~)~~J: un I ~~I~:;~~J~:)o(lr(~~:~~~l~l:l~~~) :I~~~~:;'·; 1~,IChll( 

,: IHlIt:,"I,!() 1,!(:III)(!li!C 11 Clomatograllcos al 100'\01" Prueba de hlpótüsls 

1 REPETIBlllDAD AL lcuando menos con 6 placebos adicionados, preparados de . ¡ 
, 100% manera Independiente con la concentración teórica del C_V .::; 2% Cromatográflcos 
L-- 100% 
I I Analizando una muestra homogenea cercana al 100% de la 

I 

REPRODUCIBIL1DAD concentración teórica cuando menos por dos analistas en C.V. total.::; 2% Cromatográficos Análisis de varianza 
dos dias diferentes por triphcado 

: ESPECIFICIDAD 1 ,Se efectuará con el placebo del producto a condiciones Los aditiVOS no deberán interferir con la cuantificación 
normales y preparado de la misma manera que la muestra del activo I 

C~~- I 

I Degradando la muestra y materia prima bajo diferentes . _ . . 1 

ESPECIFICIDAD EN condiciones hasta entre un 10 y el 30% o adicionando los NI los aditiVOS m [os productos ~e ~egrad~clón o 
ESTABILIDAD : posIbles productos de degradación al placebo además de sust~~clas~elaclonadas, deberan Interfem con la I 

_______ ' d~gr~~~lo _____ .. _ _ cuan IcaCI n I 

, .. I : El intervalo de confianza para la 
ESTABILIDAD I Comparando I~S re~~lta~os ~e :os análiSIS 1~lclaleés dde 3 El valor de la media para el factor I deberá estar entre I diferencia de la media de la muestra 

DE LA MUESTRA I muestras con os o /nl os del as mismas /~pu s e . 98-102% para métodos cromatográfl'cos 'con respecto a la media del análiSIS 
_ _ _ _ '_ permanecer por un lempo a I erentes con IClones _ I I inicial incluye al cero~~ __ 

Analizando muestras baJO condiciones normales y baJO I ' 
TOLERANCIA DEL : cambiOS en el pH, modificador orgániCO de la fase móvil. .1 Entre mayor robustez presente el 

METODO i temperatura y longitud de onda, además de la efiCiencia de . metodo mejor 

____ - I ~_C~_I~~.~~7 _:-:-:-_-:'::-::-,--=--:~~.L _-____ •.•. __ -' ___ ._ -'_. ___ =-"'-_ I ______ ~ ________ ~ _____ . _ _ _ __ __ _ _ ~ 

I de trazas haCiendo dilUCIOnes hasta obtener una respuesta I 
. dos veces por arriba del nivel del rUido. I I Se evaiüaré c-;;andoel-método sea utilizado en la _. ---, 

DETECCION 

LIMITE DE 
CUANTIFICACION .. c.u..?nt!fl<:,.aclón d_e_E.a.n_tldildes pequeñas ___ ~_. _ _ _._ 

2(, 

" Dependerá del uso del metOdo ___ .J 

Dependerá del uso del metado I -



5. ANAUSIS DE VITAMINAS IIIDROSOLUBLES I'OR CLAI{ 

Se han utilizado muchas técnicas para el análisis de vitaminas hidrosolubles en productos 

farmaccuticos dependiendo del tipo de análisis que se requiera, ya sea para materia prima o en 

formulaciones. En el primer caso, se han usado incluso métodos por titulación, ya sea con 

indicador o potencio métricos Estos métodos no son aplicables al producto terminado por no ser 

especificos y menos aún para muhivitamínicos, solamente el ácido ascórbico se ha cuantificado por 

titulación con yodo iJ en este tipo de productos y ha demostrado ser indicador de estabilidad. Se han 

utilizado también métodos fluorométricos o microbiológicos. La técnica de fluorescencia, se ha 

aplicado al análisis individual de ciertas vitaminas como la tiamina y la riboflavina 13-15 en el control 

de calidad del producto terminado y los métodos microbiológicos al análisis de ácido fólico, 

cianocobalamina y pantenol. 12
• 1-1 Estos métodos son específicos, sin embargo, requieren de una 

buena inversión de tiempo en la preparación de las muestras. 

La espectrofotometría visible se ha utilizado en el análisis específico de nicotinamida, 

ácido f{jlico 13
, 14 y de pantenol en producto terminado después de una reacción que desarrolla color 

o separación de las impurezas, lo que también requiere una buena inversión de tiempo La técnica 

espcclrofotométrica ultravioleta, puede aplicarse al análisis de cualquier vitamina pero solamente en 

materias primas y siempre que se cuente con los respectivos estándares de referencia primarios, la 

nicotinamida es una de ellas y para la vitamina 8 12 se sugiere un método espectrofotométrico en la 

región visible para materia prima l
-1 

La nicotinamida y el pantcno! se han analizado por cromatografia de gases utilizando 

agentes derivatizantes para hacerlas más volátiles, elevando el costo y complejidad del análisis, por 

esta técnica se ha descrito también el análisis de ácido ascórbico y piridoxina, requiriendo también 

la formación previa de derivados silanizados: La derivatización requiere de un control especial para 

lograr la formación cuantitativa del derivado y evitar su hidrólisis por efecto de la humedad Los 

reactivos resultan además caros 

La polarografia, electroforésis y cromatografia en capa delgada, constituyen olras de las 

técnicas utilizadas en el análisis de vitaminas hidrosolublcs. 
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Ninguna de las técnicas anteriores, ha satisfecho completamente los requerimientos 

necesarios en el análisis de productos multivitaminicos para el control de calida¿ o estudios de 

estabilidad, ya que los métodos de análisis utilizados al aplicar estas tccnicas son complicados, 

requieren de una gran inversión de tiempo, son inexactos o no cuentan con la especificidad 

adecuada Actualmente, la técnica de mayor uso es la Cromatografia de Líquidos de Alta 

Resolución (CLAR) ya que puede permitir la determinación simultánea de varias vitaminas 

hidrosolubles aún en formulaciones complejas y con un mínimo tratamiento de la muestra, la 

técnica puede ser capaz además de separar las vitaminas de las posibles interferencias presentes en 

la formulación, de sus derivados, compuestos relacionados y de sus posibles productos de 

degradación. Los métodos que se han descrito para esta técnica incluyen separaciones en fase 

normal, por intercambio iónico y por supresión iónica, pero la forma más utilizada es la separación 

en fase inversa formando un par iónico con las sales de sodio del ácido alquilsulfónico 

(etilsulfonato, pentanosulfonato, hexanosulfonato, heptanosulfonato y octanosulfonato de sodio) a 

una concentración entre 0.005 y 0.02M 2~ en medio ácido utilizando una columna ODS y un 

detector ultravioleta. Con menos frecuencia se ha descrito el uso de detectores de fluorescencia y 

electroquímicos. Otra opción es el uso de gradiente en la separación de los compuestos de interés 

Se ha reportado el análisis simultáneo por CLAR de niacina, niacinamida, piridoxina, 

tiamina y riboflavina en tabletas multivitamínicas utilizando una columna octadecilsiláno (C 18), un 

detector ultravioleta a 270 nm, flujo de 0.5 mLlmin y como fase móvil una mezcla 25·75 de 

metanol con una solución de hexanosulfonato de sodio 0.005M en agua y 1% v/v de ácido acético. 

El método es capaz de separar la niaeina de la niacinamida. 7 

Se ha comparado también el uso de columnas amino (NH 2) y de octadecilsiláno (CI8) en 

el análisis simultáneo de piridoxina, riboflavina, nicotinamida, vitamina 8)2, tiamina, ácido 

ascórbico, niaeina y ácido fólico, estudiando además el efecto de las proporciones agua metanol, el 

pH, la adición de varias sales, soluciones amoniguadoras y leactivos de par iónico en la 

resolUCión 17 En una columna C 18 y con mezclas agua-metanol como rase móvil, los tiempos de 

retención para cada vitamina depende de su polaridad, eluyendo en el siguiente orden ácido 

ascórbico, piridoxina, ribotlavina, vitamina B12 y nicotinamida, los tiempos de retención de estas 

vitaminas disminuyen al aumentar la proporción de metanol, no se ven afectados significativamente 

para las vitaminas más polares y la tiamina 110 e1uye. La proporción que ha dado mejores resultados 
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es (70::10) Se ha adicionado KCI y (NI-l.¡hCO) y reactivos de par jónico a las fases móvil!!!' para 

lograr una mejor separación de las vitaminas 

Un problema frecuente es la separación del ácido ascórbico de la nicotinamida, ya que 

tienen tiempos de retención semejantes, la tiamina requiere necesariamente la presencia de reactivos 

par ionico del tipo sales de ácido hexanosulfónico para eluir, la ribotlavina y vitamina BI2 en 

general presentan largos tiempos de retención con la posibilidad de presentar división del pico, la 

solución puede ser el aumento en la proporción de metanoL La dificultad más frecuente para el 

análisis de nicotinamida es la separación de la piridoxina, del ácido ascórbico y del ácido fálico, 

pero puede aumentarse la resolución con el uso de reactivos par iónico o fosfatos. El ácido fólico es 

una de las vitaminas que llega a presentar mayores problemas en su análisis, requiere de un medio 

básico para eluir y llega a tener el mismo tiempo de retención que la nicotinamida, pero puede 

separarse con el reactivo par iónico mencionado ya para otras vitaminas o con fosfatos H
, 17 

En métodos por gradiente se han podido separar y analizar hasta 12 vitaminas utilizando 

fase inversa, una columna C18 y una fase móvil con fosfatos y pH 2.6 en agua metanoI. 5
•
12 
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1Il. PLANn~AMIENTO DEL PROBLEMA 

Las vitaminas actúan como grupos prostéticos en diversas etapas del metabolismo y 

generalmente se presentan carencias múltiples o la ausencia de una provoca deficiencia en otra, por 

lo que siempre se hace necesaria la formulación de productos multivitamínicos en diversas formas 

farmacéuticas. Junto con esto, se hace también necesario el desarrollo de los métodos analíticos 

para cuantificar las vitaminas presentes en los productos. 

Se requiere el desarrollo de los métodos analíticos para diversas formulaciones 

vitamínicas, estos productos tienen diferentes mezclas de vitaminas a concentraciones diferentes y 

en diversas formas farmacéuticas, como soluciones orales, tabletas, cápsulas de gelatina dura e 

inyectables para uso humano o veterin(!.rio, algunos incluso con presencia de otros principios 

activos como el hierro en forma de citrato férrico amoniacal y de otros minerales como el calcio, el 

magnesio, sodio y potasio en forma de glicerofosfatos y en otra situación con presencia de 

aminoácidos como lisina, triptofano, fenilalanina y valilla, además de los aditivos característicos de 

cada forma farmacéutica como los conservadores, edulcorantes, saborizantes y colorantes, teniendo 

por lo tanto una diversidad en la complejidad de las formulaciones 

Existen gran cantidad de métodos para cuantificar vitaminas hidrosolubles por diversas 

técnicas analíticas como las volumétricas, espectrofotométricas, fluorométricas y microbiológicas, 

pero su aplicación generalmente requiere de un tratamiento previo y prolongado de la muestra, 

resultando métodos caros y laboriosos que requieren una gran inversión de tiempo Por estas 

técnicas, comúnmente se analizan de manera individual cada vitamina en caso de poder aplicarlas al 

análisis del producto terminado ya que pueden no ser específicas y pueden presentarse 

interferencias durante el análisis. 2
, U,1M 
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Las técnicas crolllatográflcas tienen mayor especificidad, pero también pueden rcqucrir 

tiClllpO~ de análisis prolongados si se uliliza cromatografia en capa delgada o reactivos 

derivatizantcs caros en el caso de la cromatografia de gases J 

La aplicación de las técnicas anteriores, resulta complicada, requieren tiempos prolongados 

de am'lllsis, son inexactos o no cuentan con la especificidad adecuada. 

Por lo anterior, se hace necesario el desarrollo y validación de métodos analíticos sencillos, 

aplicables a los productos de interés siguientes: solución multivitamínica oral con minerales, 

solución multivitarnínica inyectable con hierro, solución multivitaminica inyectable con 

aminoácidos, gotas multivitaminicas orales, solución multivitaminica oral, cápsulas 

multivilaminicas y tabletas, proponiéndose para la cuantificación de las vitaminas hidrosolubles la 

técnica de cromatografia de líquidos de alta resolución. 
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IV.OB./ETIVOS 

()~jeti,,() General 

Desarrollar y validar métodos analíticos para vitaminas hidrosolublcs en productos 

multivitamínicos por Cromatografia de Liquidos de alta Resolución utilizando fase inversa 

Objet;wJS Específicos 

1. Desarrollar métodos de análisis para la cuantificación de diferentes vitaminas 

hidrosolubles: Clorhidrato de Tiamina, Clorhidrato de Piridoxina, Nicotinamida, 

Riboflavina-5-fosfato, Acido fólico y Cianocobalarnina en diferentes formulaciones 

vitamínicas con diversas formas farmacéuticas por Cromatografia de Líquidos de Alta 

Resolución, para el control de calidad de los productos 

2. Validar los métodos analíticos desarrollados para los productos vitamínicos, evaluando· 

linealidad del sistema, linealidad del método, precisión y exactitud del método, 

especificidad y reproducibilidad. 
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v. IIIPOTESIS 

Debido a que la Cromatografia de Líquidos de Alta Resolución es una técnica que ·permite 

la separación de mezclas complejas en base a la versatilidad de la fase móvil y tipos de materiales 

de empaque posibles de utilizar en la columna, y considerando además que las diferentes estructuras 

químicas de las vitaminas les confieren diferentes características de polaridad entre sí, será posible 

la separación y el análisis cuantitativo de las vitaminas hidrosolubles en las diversas formulaciones 

muh¡vitaminicas y formas farmacéuticas por esta técnica cromatográfica utilizando fase inversa 

Así mismos, los métodos analíticos serán precisos, exactos, reproducibles y específicos, para poder 

ser utilizados en el control de calidad de los productos que se encuentran en diversas formas 

farmacéuticas 
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VI. METODOLOGIA 

1. REACTIVOS Y DISOLVENTES 

Metanol HPLC Merck. 

Acetonitrilo HPLC Merck. 

Metanol Absoluto Mcrck. 

Etanol Absoluto Merck. 

Fosfato de potasio monobásico J.T. Bakcr. 

Fosfato de potasio dibásico J T. Bakcr. 

Fosfato de sodio dibásico J.T Baker. 

Acido fosfórico Merck 

Hidróxido de sodio J.T. Baker 

Hexanosulfonato de sodio Sigma. 

Heptanosulfonato de sodio Sigma. 

Octanosulfonato de sodio Sigma. 

Acido acético glacial Merck. 

Hidróxido de potasio lT. Bakcr 

2. MATERIAL 

Vasos de precipitado pyrex de 100 Y 250 rnL 

Pipetas \'olumétricas tipo "A" pyrex de O 5,1,2,3,4 Y 5 mL 

Matraces volumétricos pyrex tipo "A" de baja transmitancia de 25,50 Y 100 mL 

Matraces Kitazato de t 000 ml 

Jeringas de vidrio Hamilton microliter número 802 de 10 microlitros y jeringas de 

vidrio de 10 rnL 

Embudo de filtración para fase móvil Milliporc de 250 mL modelo XX 1 004703 



Membranas tipo HVLP de 0.45 micras de tamaño de poro Milliporc de 13 y 47 mm de 

diámetro. 

Papel filtro Whatman no 1,2,4 Y 5, embudos de filtración 

3. EQUIPQ 

;,) Crnmatógrafo de líquidos de alta resolución equipado con: 

Detector de onda variable programable Waters modelo 490E, número de serie 490-

005036. 

Bomba y módulo controlador de disolventes Waters modelo 600, número de series 

000F00955 y C01274. 

Inyector manual de loop variable Waters modelo U6K, número de serie U6K-028471. 

Integrador Hewlett-Packard modelo 3396 A, número de serie 2841 P00916. 

b) Cromatógrafo de líquidos de alta resolución equipado con: 

Detector de onda fija Waters modelo 440, número de serie 440-01468 

Bomba Waters modelo 6000 A, número de serie SDS 5619 

Integrador Hewlett-Packard modelo 3390 A, número de serie 2149A09581 

Inyector manual Rheodyne de loop fijo modelo 7010, sin número de serie 

e) Cromatógrafo de líquidos de alta resolución equipado con: 

Sistema de bombeo Beckman modelo System Gold 126, número de serie 366-1418 

Detector de arreglo de diodos Beckman modelo System Gold 168, no de serie 226-

1508 

Inyector automático Beckman modelo System Gold 507 e, no. de serie 6573 

Computadora Compaq con programa System Gold. 

d) Espectrofotómetro ultravioleta-visible, Beckman DU- 65 número de serie 4290523 

e) Columnas: 

Columna Novapack C18 de 4 micras de tamaño de partícula, 3.9 mm de diámetro 

interno, 15 cm de longitud, marca Waters. 

Columna ~ Bondapack C 18 de 10 micras de tamaño de partícula, de 3 9 mm de 

diámetro interno y 30 cm de longitud, marca Waters. 

Columna ODS Ultrasphere de 5 micras de tamaño de partícula, de 4 6 mm de diámetro 

interno y 25 cm de longitud, marca Beckman 



Columna Lichro cart RP 18 de 5 micras de tamaño de panícula, de 4.6 mm de diámetro 

interno y 25 cm de longitud, marca Merck 

Columna Ultracarb (20) de 5 micras de tamaño de partícula, de 4 6 Il~m de diámetro 

interno y 25 cm de longitud. 

() Bailo ultrasónico Cole-Parmer, modelo 8853, número de serie 8853-20 

g) P:uorilla de calcnt:tmicnto y agitación Thcrmolyne Multi-Stir plate 4 Sybron 

Thermolyne, modelo SP-13025, serie 8879. 

h) Potcnciómetro Beckman modelo 4> 40 con electrodo de calomel-vidrio número de serie 

0157487. 

i) Bomba de vacío Millipore Watcrs modelo 008-8957-AA, serie 1989 

4, FORMULACIONES ANALIZADAS 

Producto A 

SOLUCION MULTIVITAMINICA ORAL CON MINERALl';UUSO VETERINARIO) 

Ingrediente 

Clorhidrato de tiamina 

Clorhidrato de piridoxina 

Nicotinamida 

Riboflavina-5-fosfato sódica 

Sulfato de mefentermina 

Gliccrofosfato de calcio 

Glicerofosfato de sodio 

GliccruCosrato d~ manganeso 

Glicerofosfato de potasio 

Vehículo c.b.p. 
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Cantidad por 100 m L 

70000 mg 

la 000 mg 

140.000 mg 

14.000 mg 

66700 mg 

500000 mg 

720.000 mg 

50000 mg 

100.000 mg 

100000 rnL 



Producto B 

SOLL!(:ION ~ULT1\,lll:"MINlC",mYEC:TAIlj,E CON HIERRO (USO VETERJNARIO) 

Ingrediente 

Clorhidrato de tiamina 

Clorhidrato de piridoxina 

Nicotinamida 

Ribofla vi na-5- fosfato 

Dexpantenol 

Citrato férrico amoniacal 

Sulfato de mefentermina 

Vehículo c b.p. 

Producto e 

Cantidad por 100 mL 

10.000 mg 

5.000 mg 

100.000 mg 

2.000 mg 

5.000 mg 

7.500 mg 

6.000 mg 

100.000 mL 

>-O\Cl}~JON MULTlVITAMINICA INYECTABLE CON AMINQ~CIDOS 

(USO VETERINARIQj 

Ingrediente 

Clorhidrato de tiamina 

Clorhidrato de piridoxina 

Nicotinamida 

Riboflavi na-S-fosfato 

Dcxpantenol 

Fcnilalanina 

Triptofano 

Valina 

Hipofosfito de magnesio 

Gluconato de calcio 

V chículo e b p 
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Cantidad por 100 mL 

20000 mg 

20.000 mg 

100.000 mg 

8000 mg 

8.000 mg 

3680 mg 

3.680 mg 

2.640 mg 

720.000 mg 

24000.000 mg 

100000 mI. 



Produc.to D 

QQ)"AS ~JJLTI'{IJ¡\MIi'lJi;AS Q)(ALI,S (USOjIUMANO) 

lngrrdientc 

Clorhidrato de tiamina 

Clorhidrato de piridoxina 

Monoclorhidrato de l-lisina 

Vehículo c.b.p. 

Producto E 

C:lIltidad por 100 mL 

1.000 g 

0500 g 

30,000 g 

100.000 mL 

SOLUCION MUL TIVITAMINICA ORALjUSO lIj).Mt\NQJ 

Ingrediente 

Clorhidrato de tiamina 

Clorhidrato de piridoxina 

fvlonoclorhidrato de ¡-lisina 

Citrato férrico amoniacal 

Vehículo c.b p 

Producto F 

lngrNlicnte 

Acido fólico 

Cianocobalamina 

Acido ascórbico 

Sulfato ferroso monohidratado 

Excipiente e b p 

38 

Cantidad por 100 mI. 

0200 g 

0.100 g 

9600 g 

3000 g 

100000 mL 

Clllllidml por C.lpsula 

0200 rng 

0100 mg 

221 450 mg 

152000 mg 

I capsula 



Pr-oducto G 

Ingrediente 

Acido fólico 

Excipiente c.b.p. 

5. METODO 

5./ Desarrollo del Sistemll 

Cantidad por Tableta 

02 mg 

I tableta 

Establecer los sistemas cromatográficos, entendiéndose como tal, la elección de las 

condiciones óptimas para la separación de las vitaminas de interés en cada formulación, como: 

características y tipo de columna, velocidad de flujo, el volumen de inyección, la composición de la 

fase móvil, la temperatura de la columna, la longitud de onda del detector, las concentraciones de 

trabajo de las vitaminas, los disolventes utilizados para la preparación de las soluciones de 

vitaminas, etc. Trabajar con las sustancias o principios activos puros, para este efecto, se prepararán 

las siguientes soluciones: 

Solución de cada vi~Qlina en forma indi~isllLaJ en agua destilada, metanol, acetonitrilo o 

mezclas e inyectar al cromatógrafo de líquidos 

Solución Ratrón d~ \~iUlJlÜD<!..s 

Preparar una solución mezcla de las vitaminas presentes en el produclo para el que se 

desarrollará el método, a una concentración perfectamente conocida en agua destilada, metanol 

acetonilrilo o mezclas e inyectar al cromatógrafo de liquidas a las condiciones elegidas para iniciar 

el desarrollo en base al análisis de la revisión bibliográfica Las concentraciones se podran elegir 

también de acuerdo a lo reportado en la bibliografia 
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5.2 Desarrollo dd Método 

Aplicar el sistema establecido a un producto ell panicular, trabajar con placebos 

adicion~dos y establecer el tratamiento que se dará a la muestra C0l110 tiempo y tipo de agitación, 

tempcr<ltura de calentamiento, forma de separación de aditivos insolubles ya sea por filtración o 

centrifugación, buscar el disolvente óptimo para la extracción cuantitativa de las activos de la 

matriz de aditivos evitando en lo posible la disolución de aquellos que pudieran deteriorar la 

columna, ensuciar la celda del detector o interferir en la cuantificación En esta etapa, se trabajará 

con las siguientes soluciones 

Solución estándar de referencia: Preparar una solución mezcla con concentraciones 

perfectamente conocidas de cada una de las vitaminas de interés en agua, metanol, acetonitrilo o 

mezclas. Preparar también soluciones con cada vitamina individual 

Solución muestra: Preparar una solución a partir de muestra a analizar de tal manera que 

tenga la misma concentración de vitaminas que la solución estándar 

Recobro adicionado: Preparar una solución con el equivalente de placebo total del 

producto y adicionando cantidades perfectamente conocidas y equivalentes de cada vitamina de 

acuerdo a la concentración de la solución estándar y su concentración en el producto final. Tratar de 

la misma manera que la solución muestra. 

Solución placebo. Preparar una solución a partir del equivalente utilizado para la 

preparación del recobro adicionado y tratarlo de la misma manera 

Inyectar al cromatógrafo de líquidos a las condiciones cromatográficas establecidas 

previamente. 

5.3 V"lit/aóán 

Evaluar la linealidad del sistema, para cada una de las vitaminas de interés en cada 

producto, especificidad, repetibilidad en la concentración al 100%, linealidad del método, exactitud 

del método, repetibilidad del método al 100% y reproducibilidad 

L1NEAUDAD DEL SISTEMA. A partir de una solución patrón de las vitaminas, preparar 

soluciones a diferentes concentraciones correspondientes al 40, 60, 80, 100 Y 120% de la 
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concentración establecida como el 100% en el desarrollo del método. Preparar por sextuplicado el 

nivel del 100% Y los demás niveles por triplicado. Inyectar cada solución al cromatógrafo de 

líquidos a las condiciones establecidas para cada método y determinar la respuesta de cada vitamina 

(área del pico) En la tabla VI se establecen las concentraciones correspondientes al 100% por 

probar para cada vitamina en cada producto 

Efectuar et análisis de regresión lineal calculando la ordenada al origen, el coeficiente de 

correlación, el coeficiente de determinación, el intervalo de confianza y la prueba de hipótesis para 

la ordenada al origen. 

I TABLA VI. Concentraciones utilizadas para cada Vitamina en la Lineahdad del Sistema para cada 

~producto. La conce

l 

ntraclón indicada COI resp-onde al ;~~:):J~~~!!..~ y~t!.. ~da en ~gl mL _ ~_~ 

1 VITAMINA A I B I C _l ;;=i~~ _~-=-'- -1;- G--§- -----l ----
R¡boflavina-=-5~.Fosfato _ 28 16 18 

Nicotinamida I 280 400 200 
~_.- ---------

)-+ I---------f--------¡- ---
I 20 1 20 I 
--:- -4-0- -1-- 40--:- - -~-

i Piridoxina Clorhidrato 20 20 
, ---

Tiamina clorhidrato 140 40 , 
I Acido fálico 

--1-- I ----12 --12--
1 I ____ '- 30-~~~-=~ -

I Cianocobalamina I '---- .. 
¡\ SoluclOn oral con mmerales: B SoluclOn Inyectable con hierro. e Solución Inyectable con amtnoftcldos . 
D Go~as orales. E Solución oral; F. CáRsulas ~~tina durª,-G tabletas __ . ___ ~ _ ~ __ ~_ 

ESPECIFIC1DAD. Tratar el placebo de las vitaminas evaluadas en cada producto de la 

mIsma manera que las muestras y analizarlas a las mismas condiciones para determinar que no 

existe il1terferencia para su cuantificación 

LINEALIDAD DEL METODO. Evaluar a partir de placebos adicionados con cada una de 

las vitaminas a analizar en cada producto comparando contra una solución estándar de referencia 

Preparar las soluciones a partir de una solución patrón a los niveles correspondientes al 60, 80, 100, 

JIO Y 120% de la cantidad etiquetada y de acuerdo al procedimiento establecido en el método, por 

sextuplicado el nivel del 100% Y por triplicado los restantes. Calcular los miligramos o 

microgramos recuperados y efectuar el análisis de regresión lineal 
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EXACTITUD DEL METODO. Determinarla de la misma manera que para linealidad del 

método pero calculando el % recuperado para cada muestra y nivel en cada vitamina evaluada en el 

producto. Calcular la media del % recuperado, el intervalo de confianza y efectuar la prueba de 

hipótesis para la media 

PRECISION DEL METODO. Evaluarla como repetibilidad y como reproducibilidad 

REPETlBILIDAD. Determinar la variación existente en los valores del % recuperado de 

todos lo niveles de concentración evaluados y la variación en los 6 valores del nivel correspondiente 

al 100%, esto a través del coeficiente de variación 

REPRODUCIBlLIDAD. Determinarla analizando un lote de producto terminado por 2 

analistas en dos días diferentes. Calcular el coeficiente de variación total 

CRITERIOS DE ACEPTACION. Los criterios de aceptación establecidos para la 

validación de los métodos analíticos desarrollados para los diferentes productos vitamínicos se 

en listan en la tabla VII 
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TABLA VII. Panírnclros de Validación Evaluados y Criterios de Aceptación ~;ta-blccidos en el trabajo pan\ los .\létodos Analíticos de 

vitaminas hidrosolubles 

I'ARAMETRO EVAl.UADO 

LINEALIDAD I>EL SISTEMA 

Ordenada al orig¡;n 
Intervalo de confianza para la ordenada 
Pnlcba de hipótesIs para la ordenada 
Coeficiente de corrcbción 
Coeficiente de dctCrIlUnaC1Ón 

FORMA DE EVALUARLO 

('011 ,\Olllt.:iol1f!,\ del e.\lúllflllr lit! referencia 11 IUferellle.\ ctJI/cenfrm.:;tJ11eS 

calcu/ando b 

ca/(:ultml/o el/.e. 

Ca[cul(lm/o 1 

Olleu/ando r 
Caleulant!o ,.: 

Cu/t'ulant!o e. v. Rcpctibilidad al I ()O'X, . --- --------r-
Con p(m,:ebo tUlicionudos a tliferenll!s n;vele.\ ~.INEALIDAD OEL METonO I 

Ordcnada al origen 
Intervalo de confianza para la ordenada 
Prueba de hipótesis para la ordenada 

Pt:ndicntc 
Intervalo de confianza para la pendiente 
Prueba de hipótesis para la pendiente 
Coeficiente de corn..:!.:lción 
Coeficiente de dctcrll1!1lación 

EXACTITUD DEI. METono 

PromedIO Recuperado 

Intervalo de contlnnza pam la medl~ 

I~n~c~~ de hipótesIS_p~~~~I_n~ia 

PR[CISION DEL METODO 

Rcpetlbll idad al 1 ()()'% 

Rcpctibilldad total 

Reproducibilid~d 

ESPECIFICIDAD DEL METonO 

Para Control de Calidad 

Calculando b 

C,,(c:ulando /.e. 
CaLeulllndo 1 

Caleulando m 
Culcu/ando I.C 
Culculando 1 

Culc:ultllu/o r 
(. 'aleu/mulo ,; 

~---

('mI pllll.:eho.\' tulido/llulo.\' (1 Ilif'ereIl1e.\' n;l'ele,'i e.":l're.mdo.'i en % 

Cale,,/mulo el promedio (Id % rec.:Ul'erlU/o 

CU/c.:ll/lll/tlo I,e 

Calc.:lll/ll,dol 

Cm' plm:eho.\' adidolltUlo.'i ti (/iferentes "ivele.\' e.xpre.~ad{).\' 1.'11 % 

{ II/('/(/(I/um 111 (.·f!I'Ur;1II1ZII de IlIs fi /1"lestr(f.~ c.:orre.\llOlIt!;ellfe.\' al , 

I ¡()(J% 

Calc:ul/UIIJo la c:owtriallZu t/e lit.\' I H mue.\'lrlf.\' 

Allalizulldo 3 mlle .... tru .... por 2 III111/ü1as y 2 dill.\' J clt!t-ullllltlo fu 

, CfJwtriltll!:.a tlE It!.:.\-!? J,!!,---e.'~!r!!~ 

AIlUliullltlo p/ac:eho 

·n 

ClHTEHIO DE '\CEP'L\ClO:-\ 

b :::: () 
Dcbe incluir al O 

11 call ~ 1 \:lb 
r ~ 0.99 
r' ;:: 0.98 
e v ::; 2'!!,. 

b :::: o 
Debe incluir al O 

11 call ::;; 1 tab 
111:::: 1 

Debe incluir al 1 
11 eall ::;; t tab 

r ;:: 099 
r ;:: 0.98 

enlre '.)X% ~ 102')1., 
Debe I!lc\uir al 100% 

1\ cal: ::; 1 \ab 

e v ::; 25% 
e v < 25% 
e v ::; 25'Yo, 

NlIlgún adlll\Q llllerferir¡"¡ Cilla 
cU:!IlUfieaelón del ;tell\ o 



VII. RESULTAJ)OS 

La complejidad de las formulaciones requirió el uso de diversas técnicas analíticas para el 

análisis de los diferentes principios activos presentes en cada formulación, buscando siempre la 

simplicidad en el análisis sin sacrificar la exactitud en la cuantificación, Por lo que respecta a las 

vitaminas, en pocos casos fue posible la aplicación de algún método espectro fotométrico a traves de 

algún desarrollo de color específico con alguna vitamina, por lo que en la mayoría de los casos se 

aplicó la técnica de Cromatografia de Líquidos de Alta Resolución y son los metodos que se 

describen y discuten en el trabajo. 

lo DESARROLLO DE LOS METODOS 

J./ Pruebas Preliminares 

Espectros de Absorción de las vitaminas 

Fue necesario efectuar los espectros de absorción ultravioleta-visible para cada una de las 

vitaminas analizadas utilizando los disolventes presentes en la fase móvil para identificar los 

máximos de absorción, los intervalos de longitud de onda donde presentan absorción o existe 

ausencia de respuesta, para determinar la posibilidad de su cuantificación simultánea o pensar en un 

análisis independiente usando una sola longitud de onda. Los resultados se muestran en las figuras 5 

y 6 En la tabla VIII se resumen los resultados obtenidos de estos espectros de absorción El 

disolvente para el clorhidrato de tiamina, riboflavina-S-fosfato, clorhidrato de piridoxina, 

nicotinamida y ácido ascórbico fue una solución de heptanosulfonato de sodio O OOSM en agua 

metanol acetonitrilo ácido acético gla{:ial (60·20:20: 1) La cianocobalamina )' la 

hidroxocobaiamina se disolvieron en una mezcla de fosfato de potasio monobásico:mctanol en 

proporción (72: 28 ) ajustando el pl-l a 6 y el ácido fólico se disolvió en una solución de fosfato de 

potasio di básico al 3% 
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TABLA VIII. Parámetros encontrados en los Espectros de Absorción de las Vitaminas Hidrosolubl('~ 

VITAMINA 

, TIAMINA (CLORHIDRATO) 
, --

I RIBOFLAVINA-5 FOSFATO 

CONCENTRACION 
(pgl mJ.) 

16 

, 

,.l DE MAXIMA 
AIJSORCJON 

(nm) 

2-1.5 

267 

----r 
AUSORUANCIA A LA ,.l '1 OTRAS,.l CON Plcn ... ' I 

DE MAXIMA DE A BSORCION i 
A BSORCION (nm) i 

0.619 

OA69 :170 Y "¡.J.5 

,-- ------ --,--- - ----- '- ----+--- ----'------~. 
I PIRIDOXINA (CLORHIDRATO) 16 291 () 693 
, 

--!--
16 261 

, 
~ICOTINAMIDA 0.-129 

, 
CIANOCOBALAMINA JO 

T 
]ÓO I oj87 

--- ---1---·-'- - ---
278 ~ 306 

'1IIDROXOCOBALAMINA :10 ]51 ¡ () 52] 17-1 ~ -I7X 

ACIDO FOLlCO 10 1XO (l/JI2 :n'J ~ H(, 

AClIJO ASCORBICO l' 1-15 o (15'J 

.7 

FACTOR DE 
RESPUESTA A 2RO 

nno 

12.2. 

29.()8 

:1209 

1.30 

<) 6'J 

1207 

(, I 20 



1.2. E.'itllhlecim;ento tle los ,\'iS/CIIIllS CroI11ll1o¡.:r4fico.\' 

Se efectuaron una serie de pruebas que se consideraron necesarias para conocer el 

componamiento de la retención de las vitaminas para posteriormente aplicarlo a la separación en 

cada producto. Se consideró concluida esta etapa cuando se establecieron las condiciones 

cromatograficas adecuadas para la separación de las vitaminas, ya sea en forma simultanea o por 

separado. 

1.2.1. Efecto de la longitud de onda 

Se inyectó una mezcla de vitaminas en solución, a las longitudes de onda de 254, 270 Y 

280 nm, encontrándose que a 280 nm disminuye el tamaño de los picos de la ribotlavina y de la 

nicotinarnida y aumenta el tamaño del pico de la piridoxina, lo cual se consideró conveniente para 

el análisis simultáneo debido a la alta concentración de nicotinamida en algunas formulaciones con 

respecto a las otras vitaminas y a la menor concentración de la piridoxina, además de que al utilizar 

la longitud de onda de 280 nm, disminuirían las posibilidades de interferencia de la mefentermina 

debido a su intervalo de absorción encontrado (entre 225 y 275 nm). Una razón más para decidir 

utilizar 280 nm, fue la consideración de que entre mayor lejanía exista del limite del espectro 

ultravioleta (200 nm aproximadamente), Se tiene menor posibilidad de interferencia por otros 

aditivos A 254 nm prácticamente no se detecta el pico de la piridoxina 

2 2. Efecto de la composición de la fase móvil 

Se probaron diferentes proporciones de mezclas agua, metanol para evaluar el erecto de la 

fase orgánica sobre la separación de las vitaminas considerando los tiempos de retención como 

variable de respuesta, manteniendo constante la concentración de la sal del ácido alquilsulfónico 

(O 005M) Y la proporción de ácido acético (1%). Para esta evaluación, se utilizó una columna CI8 



Novapack de 15 cm de longitud, 3 9 m111 de diiunetro interno y 4 micras de tamaño de panícula La 

velocidad de flujo utilizada fue de 0.5 mLlmin y una longitud de onda de 270 nm Los resultados 

obtenidos se muestran en la tabla IX, utilizando hexanosulfonato de sodio O 005M presentándose 

gráficamente el efecto en la figura 7. En lél tabla X se muestran los resultados obtenidos con 

heptanosulfonato de sodio 00051\1 

En la tabla XI se muestran los resultados obtenidos con la inclusión del acetonitrilo al 

utilizar como fase móvil heptanosulfonato de sodio 0,Q05M en una mezcla de 

agua'metanol acetonitrilo:ácido acético en proporción (75:20'5:1) y flujo de I mLlmin pero en una 

columna C18~l-13ondapack de 30 cm de longitud, 3.9 mm de diámetro interno, 10 micras de tamaño 

de panícula (Waters) 

1.2.3 Efecto del pH 

Se determinó el efecto del pH en la separación de las vitaminas, ajustándolo en la fase 

móvil a los siguientes valores: 3, 4 Y 5. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla XII yen la 

figura S Se utilizó una columna e 18 Novapack de 15 cm de longitud, 3 9 mm de diámetro interno, 

4 micras de tamaño de panícula (Watcrs) a una longitud de onda de 280 11111 Y un flujo de 08 

mLlmin 



TABLA IX. Erecto de la Composición de la Fase móvil en la Retención de las Vitaminas (Modificación 
de la proporción de Metanol) utilizando hexanosulronato)' una columna C18 Novupack de 15 cm de 

longitud, 3.9 mm de difl.lnetro interno y 4 micras de tamaño de particula 
--- .. ---1 , 

FASE MOV1L 
con ;icido m.:ctlco al 

1'% 

TIEMPOS nE HETENCION (mili) 
OBSERVACIO~'ES 

Agua:metanol PiridOXi~' ~am¡na 

(75:25) 3 ~2 8.05 

(X5: (5) I ~ sr) 12)~ 

(90: 10) I 4.8_1 __ ~3~g6 

I~N;c-~tln!l~~TR~bOflavi~ I I Ina I I -- --- T:---- ---- .. ----- - 1 

2.50 236 

~.(l5 ~.O:i 

3.10 3.10 

Pr:icticamente se obtiene el mismo tiempo de retención 
para Nieotinamida y Ribofla\'ina i 

No se separan NicOlin,ltllida~' Ribofla\'~I~I~_ ~~~ 
No se separan Nicolinamida y Ribofla\'ina 

TABLA X. Efecto de la Composición de la Fase móvil en la Retención de las Vitaminas (Modificación de la 
proporción de Metanol) utilizando heptanosulfonato en la fase móvil y una columna C18 Novapack de 15 
cm de longitud, 3.9 mm de diámetro interno y 4 micras de tamaño de partícula. 

FASE MQVIL 
con {lcido acéuco al 

I 'Yo, 

Agua:metanol 

(7525) 

(Xl 15) 

(90 10) 

TIEMPOS DE RETENCION (min) 
OBSERVACIONES 

Piridoxina Tiamina 

-1-

7 ](, . --1- ;:.; 52 

_1_ 12')1 

12%J __ 

--_ ... _, 
Nicotinamida I Riboflavina 

- ---, ._- - --~\11l~ se~ncjantes lo~ 'ICIHPOS de relc'nclón de 

] X4 2 74 I N1CO!lnalnida ~ Rlbofla\ ina pero nJa~ ores quc en tabla 

_..1 __ _ __ LIX .. ~ __ _ 

4.70 ] ó\) i Los piCOS salen 1I1l!~ ,BiChos 

--- ~ --1-3 ~·~.;~AlI~nenta cOllside~lblc1l1ellte el tic;lIpo {¡.e relenc-;Ón de-l,l--
4.82. ).02 ," .. "\jO ... T¡amina, se divide el pico dc Nlco!lImnllda ~ se obseryan 
___ ~ ____ ...-l1_plcOS eara la.!~:ÍbC?Da\-,~~ __ 

.:iO 
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TABLA XI. Efecto del arc!onitdlo en la retención de las vitaminas utilizando una columna CI8 ¡.J.-Bondapack C18 de JO cm 

de longitud. 3.9 II1Il1 de diámetro ¡UICI"IlQ, 10 micras de talllaiio de partícula (Waters) a 280 nm, nujo de 1 rnLlmin. 

FASE ~10VIL 

Hcplanosulfonato de sodio O,{)O.'iM 
agua: Metano] : ACClonil ri lo :acct ico 

(75:20:5: 1) 
I .. 

I 
HcxanosulfonalO ,de sodio O.OO:iM 
agua:Mclanol-acéllco (75:25: 1) _._- ---_._--

TIEMPOS BE RETENCION (min) 

~ --1 

Piridoxina Tiamina I Nicotinamida 
~--;---~ 
en I 

r..5R ¡r..RO : -U6 

en 1-
7.95 ":7-t:; 

, 

--;ib~flavina ) 

OBSERVACIOl\'ES 

1.-1.0--[ No bien separadas las vitaminas, solo la Tiamina. pICOS 
. aumentan los liempos de retención 

anchos. 

(1_.l9 

----~ 
La ausencia de acctonitrilo aumenta el !HcmpO de relención de la : 
Riboflavina. Nico\inanllC!a ~ Pirido.\ina pero no se separan. El 
he:\;lI1osulfonato. disminuyc cllÍcmpo de retención de la Tialllin:l. 

TABLA XII. Efecto del pH en la retención de las vitaminas utilizando una columna C18 Novapack de 15 cm de longitud, 3.9 
mm de diámetro interno y 4 micras de tamaño de partícula a 280 nm 
-1-----

pH DE LA FASE MOVIL TIEMPOS DE RETENClON (min) 

: I-Ieptanoslllfonato de sodio O.005M cn 
1 Agua:mcwnol acctollltrilo:acético 

(801~ 5~1) 

pI-! :1 

pI-! 4 

pI-! :; 

Piridoxina 

4.37 

vn 

2.23 

lO O:, 

,~- -
77i 
X.21 

~ 2 I 

OBSERVACIONES 

-i--- - ------ -- ---- -----~-- -- - ---1 
I 1 :'i2 I Melar sep<lr,ldas ],¡ R!boOd\ HI<l de 1,1 NICOlln,llmd,! bIen sep,lr.ld<l ),1 ' 

~ 
__ J~I~dO:\lt1,~\ l_n_'_I\ ~tr:ISd?_,,_I_,,_T_I~ll_n_,,_,__ __ _ _ __ _ __ _ 

1(,7 • DlslIlllllI\e tlcmpo de retenClQn de la TI,lIml1,1 pero se dl\lde el pICO 
I se 1untan Rlbona\'ma \ Nlco\m,umda sc separ,1 bIen 1.1 PlfIdo:\um I 

i ,------ --. --- - -~-----, 

1.7(¡ i Todas !as \'Ilaminas tienden ,1 juntarse. dislIlllluycn los l1empos de 1

I I re[enClon ~_~_ _ _ 
---'------" 

225 

1.67 

2.2:1 

:'2 
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! 24 Efecto de la mezcla de reactivos formadores del par iónico y de lél céldenél 

hidrocarbonada de la sal formadora del par iónico 

Se probaron el hexanosulfonato de sodio y el heptanosulfonato de sodio a una 

concelllración 0.005M, por separado, en la fase móvil, encontrándose que con la primera sal no se 

separaban las vitaminas suficientemente y, que con la otra, se retenían demasiado al utilizar una 

proporción acuosa/orgánica tal que separara la riboflavina y nicotinamida, por lo que se probaron 

mezclas de ambos reactivos manteniendo la concentración total en 0.005M Los resultados se 

muestran en la tabla XIII y en la figura 9. El efecto de la longitud de la cadena hidrocarbonada se 

observa en la tabla XIV y en la figura 10 

I 2 5 Efecto de la concentración del par iónico 

Se evaluó también la concentración de la sal formadora de par iónico en la separación de 

las vitaminas. Los resultados se encuentran en la tabla XV 

1 :2 6. Efecto de la utilización de sales de fosfatos 

Una alternativa probada para retener la riboflavina-5-fosfato y separarla de las otras 

vitaminas fue la utilización de una solución de fosfatos a pl-I de 3 y:; 5 en mezcla con metano! Los 

resultados se muestran en la tabla XVI. 

I 2 7 Efecto de las características de la columna 

Se inyectaron también las vitaminas en diferentes columnas con longitudes de 15, 25 Y 30 

cm, tamaños de partícula de 4, 5 Y 10 micras y diámetros internos de 3 9 Y 4 6 mm Los resultados 

se encuentran en las tablas IX a XVI. Pero cabe aclarar que aunque este estudio con diferente 

columnas no fiJé realizado de acuerdo a un diseño experimental, brinda información imponante 

acerca de! efecto de las características de !a columna en la separación de las vitaminas. 



TABLA XIII. Efecto dc In utilización de la mezcla hexanosulfonalo de sodio, heptanosulfonato de sodio 
utilizando una colullIna ODS, de 25 cm de longitud, 4.6 mm de diámetro interno, :; micras de tamallO de 

___ ~particll~a ~ 280 nm y I mL!min. 

FASE i\IOVIL 

Agua:mctanol acctol1ltnlo:acctlco 
(65'25-101)coo' 

i ----~~. ----- --

I Heptanosulfonato dc sodio 0,001 M Y 
I Hexanosu!fonato de sodio O.004M 

I Heptanosulfomto-;-sOdiO O,OOJ-M y 

~e~xanos~t!t~~ato_d~so~io O 002M 

TIEMPOS DE RETENCION (m in) 
-~_. 

Piridoxina j Tiamina 

: 10H J 7.tli r -w;- 1~-12~t1 
. f---

.1.04 

2.30 
l. +~_ 

3.34 

2 . .17 

I 

5.32 1532 3 . .l8 
I 
I 

1.:13 

OBSI~RV'\CIONES 

Tienden aumentar los tiempos de retención. 

, Aumentan tiempos de retcnciÓn. Adecuada 
separación de lus vitaminas sin interferencia del 
placebo, se obscn'[ln en cstc Íllwno dos grandes 
picos con tiempos de retención muy semejantes a 
los 13.50 y 14,29 Y otro muy pequefio a los l.<Jú 
que no interfiere con el tiempo de retención de la 
Ribona\'ina pero los picos mayores identificados 
como sorbato de potasio y bellzoato de sodio lienen 

-' 

¡ Hcptanosulfonato de sodio O.004M y 
I Hexanosulfonato de sod;o 0001 M 

I casi el mismo tiempo de retención que la tiamin~ ~ 
no a\cmv.an a sepamrse _ 

TABLA XIV. Efecto de la longitud de la cadena hidrocarbonada en el reactivo del par iónico en 
Columna CI8 Novapack de 15 cm de longitud, 3,9 mm de diámetro interno y 4 micras de tamaño de 

partícula. 

TIEMPOS DE RETENCION (min) 

1--
FASE i\1QVIL 

-- ----------
1 ' 

Piridox¡na I Tiamina I Nicotinamida I Ribofh'lvina 
OBSERVACIONES 

I Ag~~ta~~_(75:25) ~~~: 
~ Hc,Xanosulfonato () Oü5M 

---,_. ---1 
3,42 8.05 

-!._._--
2.50 

'~---+-

I Hcptnnosultollato O 005M 7 1() X 52 3.H-I 

55 

2.36 

2.7-1 

I Semejantes los tiempos 
i nicolÍnamida y ribonm'ina 

de 

¡ AUlllentan tiempos de retencIón. 

rete11ción P;lI,1 
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TABLA XV. Efecto de la concentración del hexanosulfonato de sodio en la retención de las vitaminas utilizando una 
columna ODS Ultrasphere de 25 cm de longitud, 4.6 II1Ill de diámetro interno, 5 micrHs de tamaño de pa,·tícula (Beckmnn) a 

una longitud de onda de 280 nm 

--

- , , 
JJO --¡ (mUmio) 

I TIEMPOS DE RETENClON (mio) 
OBSERVACIONES 

, 
: Agua:mctanol:acctlco (65:35: 1) COO" Plrido)(ina Tiamina Nicotinamida Riboflavina 

i hc:-;anosulfonato de sodio O.OOXM 
, 

1.3 I 4.02 
I 

- ---- - . _. --- ._.- -- -- -

I , 
bc:-;anoslllfonato de sodio () 004M 1 1 4.00 

9.95 2.71 
I I 

I 
9.\)1) 2.7 [ 

57 

2.25 
I 
i 

2.10 

Tiempos de retención semejantes para la 
Ribona\"ma y Nicotinmnida 

Tiempos de retención semejantes para la 
Ribona\"ina ~ Nicotinamida 

I 

! 

I 
, 

-1 
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FIGURA 10. Efecto de la lon!,!.itud de la cadena hidrocarbonada en la sal del ácido alquilsulfónico en la 
retención de las vilaminas. Se utilizó hcxanosulfonato y hcptanosulfonato de sodio 0.0051\1. 
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TABLA XVI. Retención de las vitaminas utilizando soluciones amortiguadoras de fosfatos y una columna CJ8 Novapack de 15 

cm de longitud, 3.9 mm de diámetro interno, 4 micras de tamaño de partícula (Waters) a 280 fim. 

FASE MOVIL 

; Fosfato de potasIo o.] Si'.'1: Metano] 
(75 25) pH 35 

. Fosfato de potasio Q,05M: metano] 
(65 35) pH 3 

FosfalO de potas1o O.O.'iM metano] 
(X5 l.i) pH:1 

Fosfato de potasIo () OS :'v\ metanol 

(15 X5) pH 3 

FLUJO I TIEMPOS DE RETENCION (min) 

(mL/mi") 1-- - -:¡-- -- ,-----' OBSEHVAClO;-';ES 

Pirido1\in¡¡ Tiamina Aiboflavina 

:- --1 -- - --, +----+----- - -----1 

O.X 1.42 

I 
Se retielle y se separa bIen la Ríbofla"J!I:1 de la airas 
\'itaminas. su tiempo de retención es mnyor que en los 
sistemas con hcptll!losulfonalo de sodio, Los Iicmpos de 
retención de las otras \'J1<Hllinas son muy conos y 

1.50 2.23 4.52 prácticamente no se separan entre ellas. tienen tiempos 
de retención menores que la Riboflm'ina, incluso la 
Tiamina. El sistema es interesante porque podría lltilii' .. arc 
en la cuantificación individual de la RiboOa\'ina en 

I 1 i presencia de otras vitaminas , 

--'-1- -~)--;;-- (~.\)\) o.')\) 2.\)5 I Salen juntos 2 deri\'¡ldos de la Ribon,I\'ill,1 Las otras! 
. \"it,lIninns no se retienen 

101 101 101 

5') 

12 OS 

.1.PJ 

BlCll scparad,l 1:1 Rlbona\"llla-:'í-fosr<110 de los aIras I 
ros fatos 

TIClnpo de n:1CllC10II cono, 110 ~c ~cp;lr:1I1 las ~ 

R!bona\·inas. ~a no se ill~CClar(ll1 1,15 01f,IS \ 1\;l1\l!llaS 



/.3 Establecimiento de lo.\' A1étodm' 

3 I Tratamiento de las muestras 

Después del establecimiento de los sistemas cromatográficos considerando los efectos de 

las pruebas anteriores para lograr la separación de las vitaminas entre si y de los aditivos en cada 

produclo, se trabajó sobre el tratamiento de las muestras para su análisis, las cuales en general, en 

las soluciones multivitamínicas, no presentaron ningún problema en su preparación, solamente la 

utilización de material de baja transmitancia para proteger las soluciones de la luz yel manejo de un 

pH ácido para la tiamina, piridoxina, nicotinamida y riboflavina. El tratamiento de las muestras 

básicamente consistió en diluirlas en mezclas de metanol, acetonitrilo agua y ácido acético a un pI-! 

próximo a 3, el cual se consideró aceptable para su estabilidad y para mantenerlas ionizadas El 

inconveniente en estas formulaciones fue la gran cantidad de aditivos. 

Para el caso de los sólidos, estos requirieron tratamiento en baño ultrasónico y 

centrifugación o filtración para eliminar sólidos insolubles. En su preparación se probaron 

soluciones amo!1iguadoras de fosfatos para extraer los principios activos (cianocobalamina y ácido 

fálico) 

La eficacia del tratamiento de las muestras se evaluó a través del análisis de placebos 

adicionados para cuantificar el % recuperado de cada principio activo Los nH~todos finales para 

esos tratamientos y los sistemas cromatográficos de análisis para cada producto, se muestran a 

continuación 

En esta etapa fue necesario demostrar que ninguno de los aditivos de la formulación tienen 

el mismo tiempo de retención que alguno de los principios activos En los casos en que se 

detectaron algunas interferencias en la cuantificación, fue necesario optimizar los sistemas 

cromatográficos y en algunos casos se identificaron esos compuestos, verificando primero en la 

fórmula los compuestos que presentan absorción a la longitud de onda de trabajo y que pudieran dal 

una señal en el sistema cromatográlico probado Se inyectaron estos compuestos al sistema 

cromatograflco, individualmente a la concentración presente en la formulación y se compararon sus 

(jO 



tiempos de retención con los obtenidos en el placebo para identificar la interferencia e intentar 

eliminarla durante la extracción o por diferencia de solubilidades en caso de ser necesario 

I 3.2. Producto A: Solución Muhivitarninica Oral con Minerales (uso veterinario) 

1.3.2.1. Valorucf(ín simllllúJlca de Nih(lluvif1a-5-fo.~/áf(), Nlcolmamida, Clorllldw/o de 

P,ridoxinu y Clorhidrato de Tiaminu. 

Solución estándar de referencia. Preparar una solución en agua:metanol:acetonitrilo acido 

acético (proporción 65:25: 10: 1) que contenga las siguientes vitaminas. 140 ~lgl mL de tiamina, 280 

jJ.gl mL de nicotinamida, 20 jJ.g/mL de piridoxina y 28 jJ.gI mL de ribotlavina-5-fosfato. Adicionar 

placebo de estas vitaminas para quedar a la misma concentración que en la solución muestra. 

Solución Muestra. Transferir una alicuota de 10 mL a un matraz volumétrico de 50 mL, 

adicionar 20 mL del mismo disolvente utilizado en la preparación de la solución de referencia, 

colocar 3 minutos en baño ultrasónico, diluir y llevar a volumen con el mismo disolvente. 

Condiciones ~romatográficas. Columna OOS de 25 cm de longitud, 4.6 mm de diámetro 

interno, 5 micras de tamaño de partícula, o Columna Lichro can RP 18 de 25 cm de longitud, 46 

mm de diámetro interno, 5 micras de tamaño de partícula; detector a 280 nm, velocidad de flujo de 

mUmin; y 20 j..lL de volumen de inyección. 

Fase móvil: Solución de heptanosulfonato de sodio 0.00 I M más hexanosulfonato de sodio 

O 004M en una mezcla de agua:metanol:acetonitrilo·ácido acético en proporción (65 25·10 1) 

I 3.3. Producto B: Solución Multivitamínica Inyectable con Hierro (uso veterinario) 

1.3.3. l. Valortlcf()1J simllllúnea de Nlcolmanuda, Clorhu/ralo de PiridoxlI1(1)' ('lorludralO 

de Tiamllla. 

Solución estándar de referencia. Preparar una solución de vitaminas a las concentraciones 

de 40 ~lg/mL de clorhidrato de tiamina, 20 jJ.g/mL de clorhidrato de piridoxina y 400 pg/mL de 

nicotinamida a partir de los estándares de referencia 

agua Illctanol:acetonitrilo:ácido acético glacial en proporción (70.20: 10. 1 ) 
(,1 

en una. mezcla de 



Solución muestra. Transferir una alícuota de 5 mL a un matraz volumétrico de 50 mL, 

diluir y l1evar a volumen con el mismo disolvente utilizado en la preparación de la solución de 

referencia, transferir una alícuota de 2 mL de la solución anterior a un m¡¡traz volumétrico de 50 mL 

diluir ,y lJevar a volumen con el mismo disolvente. 

Condiciones cromatográlicas. Columna Ultrasphere OOS de 25 cm de longitud, 4 6 mm 

de diámetro interno y 5 micras de tamaño de partícula, velocidad de flujo de 1 mLlmin, detector a 

280 nm y 20 ~lL como volumen de inyección. 

Fase móvil: Hexanosulfonato de sodio OOOSM en una mezcla de 

agua metanol:acetonitrilo:ácido acético en proporción (70.20 10 1) 

/.3.3.2. Valoración de Rihqflavilla-5 .. :fo.~fal(). 

Solución estándar de referencia. Preparar una solución de riboflavina-5-fosfato a una 

concentración final de 16 ¡..tglmL a partir del estándar de referencia y utilizando fase móvil como 

disolvente 

Solución muestra. Transferir una alícuota de 5 mL a un matraz volumétrico de 100 mL, 

diluir y llevar a volumen con fase móvil, agitar, transferir una alícuota de 4 mL de la solución 

anterior a un matraz volumétrico de 25 mL, diluir y llevar a volumen con fase móvil 

Condiciones cromatográficas. Columna Novapack e 18 de I S cm de longitud, 3 9 mm de 

diámetro interno y 4 micras de tamaño de particula, flujo de 1 l11L1min, detector a 280 nm y 

volumen de inyección de 20 ).11... 

Fase móvil: Una mezcla de solución acuosa de fosfato de potasio mOllobasico O 054;""1 con 

metanol y acetonitrilo en proporción (83.12:5). 

1.3.4 Producto C: Solución Multivitamínica Inyectable con Aminoácidos (uso 

\·eterinario). 

1.3. -/.1. Va/oración de Niculinal1uda. 

(,2 



Solución estándllr de referencia. Preparar una solución que contenga 200 flg/rnL de 

nicotinilmida estándar de referencia, 48 mg/mL de gluconato de calcio y 9 6 mglmL de ácido bórico 

utilizando una mezcla de agua:metano!' en proporción (67:33) como disolvente 

Solución muestra. Transferir una alícuota de 5 mL a un matraz volumétrico de 25 mL, 

diluir y Ilcvar a volumen con el mismo disolvente que la solución estándar 

Condiciones cromatográficas. Columna Ultrasphere ODS de 25 cm de longitud, 46 mm 

de diámetro interno y 5 micras de tamaño de panícula, detector ultravioleta a 275 nm, volumen de 

inyección de 20 flL Y gradiente de flujo: tiempo inicial flujo de 1.0 mLl mio, al tiempo 4 minutos 

flujo de 1.5 mLlmin, al tiempo 4.30 minutos flujo de 1.9 rnLlmin y al tiempo 7 O minutos flujo de 

10 mLlmio 

Fase móvil' Octanosulfonato de sodio O.005M en una mezcla de agua:metanol en la 

proporción (67:33). 

J. J -l. 2. Va/oración de Rih(iflavina-5-fosfato. 

Solución estándar de referencia. Preparar una solución de riboflavina-5-fosfato a una 

conceT11ración de 18 J.-lg/rnL a panir del estándar de referencia, utilizando fase móvil como 

disolvcnte 

Solución muestra, Transferir una alícuota de 5 mL a un matraz volumétrico de 25 m!.., 

diluir y llevar a volumen con fase móvil. 

Condic.iones cromatográlicas Columna Novapack C 18 de 15 cm de longitud, 3 9 mm de 

diilllletro interno, y 4 micras de tamaño de partícula, flujo de I mLl min; detector a 280 nm y 

volumen de inyección de 20 1lL. 

Fase móvi l Mezcla de una solución acuosa de fosfato de potasio monobásico O 054 f..,1 

metanol acetonitrilo en proporción (83: 12:5) 

óJ 



l.} 5 Producto D: Gotas Multivitamínicas Orales (uso humano) 

IJeferminaóó" s"il11ultúnea de C/orhidmfO de lIamúw y Clo/'hidrafO de Fll'ldoXflW, 

Solución estándar de referencia Preparar una solución de clorhidrato de tiamina y 

clorhidrato de piridoxina en una mezcla de agua mctanol:acetonitrilo ácido acético en proporción 

(60 20 20 1) en concentraciones de 40 y 20 pg/ml. 

Solución muestra: Utilizar 2 mL del producto y diluir convenientemente en la misma 

mezcla que la solución estándar de referencia 

Condiciones Cromatogr:ilicas: Columna ~l-Bondapack e I s, de 30 cm de longitud, 3 9 

mm de diámetro interno y 10 micras de tamaño de partícula, velocidad de tlujo de 1 mLlmin, 

detector ultravioleta a una longitud de onda de 280 nm, volumen de inyección de 20 ~lL 

Fase Móvil: Heptanosulfonato de sodio 0.005M en una mezcla de 

agua Illctanol'acetonitrilo:acético glacial en proporción (60:20.20'\) 

1.3.6. Producto E: Solución Multivitamínica Oral (uso humano). 

J)eferminación slI111/lfóJ/ea de C/oth,drafO de lIaminu y C/o/"/lIdm!O de Fmdo.ww. 

Solución estándar de referencia Preparar una solución de clorhidrato de tiamina y 

clorhidrato de piridoxina a las concentraciones aproximadas respectivas de 40 ~lg/mL y de 20 

J.lg/mL en una mezcla de agua:mctanol: acetonitrilo' ácido acético glacial en proporción 

(6020201) 

Solución muestra. Utilizar una muestra de 10 mL del producto y diluir apropiadamente en 

la ll1isma mezcla utilizada en la preparación del estándar, hasta alcanzar una concentración 

sCl11l:jantc a la de la solución estándar 

Condiciones Cromatográficas. Las mismas utilizadas para las gotas multivitamínicas 

orales 



I 37 Producto F Cápsulas Multivitaminicas Orales (uso humano) 

/.3.7./. Va/oracidn de Ciallocohalamillll. 

Solución estándar de refcrcncia. Preparar una solución de cianocobalamina estándar de 

referencia en una concentración aproximada de 30 ~tglmL en fase móvil 

Solución muestra. Utilizar 3 17 g de polvo homogeneizado de cápsulas, transferir a un 

recipiente de SO mL, adicionar volumétricamcnte 25 mL de fase móvil, colocar I S minutos en baño 

ultrasónico y agitar en vortcx durante 30 segundos. Filtrar la muestra directamente a través de 

membrana de 0.45 micras e inyectar al cromatógrafo inmediatamente 

Condiciones Cromatográlicas. Columna Ultrasphere ODS de 25 cm de longitud, 4 6 mm 

de diámetro interno y 5 micras de tamaño de partícula, velocidad de flujo de I rnL/min; detector 

ultravioleta a 360 nm y volumen de inyección de 20 ~lL. 

Fase móvil: Fosfato de potasio monobásico 500 mg Disolver en 200 rnL de agua, 

adicionar 280 mL de metanol y llevar a 1000 mL con agua destilada, ajustar a pI-! 6, si es necesario, 

con ácido fosfórico al 20% o hidróxido de potasio al 20%. 

/.3.7.2. Va/orach}f1 de Acido Fó/h:o. 

Solución estándar de referencia. Preparar una solución de <lcido fólico estándar de 

referencia en solución de fosfato de potasio dibásico al 3%. Pesar 24 mg y diluir hasta obtener una 

concen! ración de 12 Jlg/mL 

Solución muestra. Utilizar 470 mg de polvo homogeneizado, transferir a un Illatraz 

volumétrico de 25 mL, adicionar 20 mL de fosfato de potasio dibásico al 3%, colocar 15 minutos en 

baño ultrasónico, llevar a volumen con el mismo disolvente y agitar 30 segundos en agitador vortex. 

Condiciones cromatográficas. Columna Ultracarb (20) de 25 cm de longitud, 4 6 mm de 

diámetro interno y S micras de tamaño de partícula, flujo de I mLlmin, detector ultravioleta a 280 

nm y volumen de inyección de 20 IlL 
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Fase móvil· Mezcla de una solución acuosa de fosfato de potasio monobasico O 05:\'1 a p¡'¡ 

35 con acetonitrilo, en una proporción (90:10) 

1.3.8. Producto G: Tabletas de Acido Fólico. (uso humano) 

IJelermillClciúll de Acido fálico. 

Solución estándar de referencia Pesar 700 rng de placebo de ácido fólico tabletas y SO 

mg de ácido fólico estándar de referencia, transferir a un recipiente adecuado y homogeneizar Pesar 

150 mg de la mezcla y transferir a un matraz volumétrico de 100 I11L, adicionar 80 mL de solución 

de fosfatos, colocar 10 minutos en baño ultrasónico, enfriar y llevar a volumen con solución de 

fosfatos, centrifugar a 2000 rpm por lO· minutos, transferir una alícuota de 5 mL a un matraz de 50 

mL, diluir y llevar a volumen con agua destilada. 

Solución muestra. Pesar ISO rng de polvo de tabletas molidas, transferir a un matra? 

volumétrico de lOO mL, adicionar 80 mI... de solución de fosfatos y continuar de la misma manera 

que el estándar 

Solución de fosfatos. Prepararla disolviendo 71 57g de fosfato de sodio dibásico 

mOllohidratado y 5 g de fosfato de potasio monobásico anhídro en 1000 mL de agua 

Condiciones Cromatográficas. Columna Ultrasphere üDS de 25 cm de longitud, 46111111 

de diámetro interno, y 5 micras de tamaño de partícula, flujo de I mLlmin, longitud de onda del 

detector de 280 nm, volumen de inyección de 20 J..lL. 

Fase móvil: Solución acuosa de fosfato de potasio monobásico O 051\1 a pl-l 3 5 mezclada 

con acctonitrilo en proporción (89 11) 

2. VAUDAClON DE LOS MÉTODOS ANALíTICOS. 

2. / UllcaJitlllll tlel Sistema. 

Los resultados de la validación de los métodos analíticos, se muestran en las tablas XVII a 

XXIII, reportándose para la linealidad del sistema los valores encontrados para la ordenada al 



origen, su intervalo de confianza, y el valor absoluto de la 1 experimental en la prueba de hipótesis, 

los valores del coeficiente de correlación y de determinación, así como el coeficiente de variación 

encontrado para la repetibilidad de 6 diluciones a una concentración equivalente al 100% Se 

consideró como variable de respuesta el área del pico de cada vitamina 

2.2 /jllclllidad del A'IétOl[O. 

Para linealidad del método, se reportan los valores de la ordenada al origen y la pendiente 

con sus respectivos intervalos de confianza y valores absolutos de las t experimentales, así como los 

coeficientes de correlación y de determinación 

Para la exactitud del método se reportan los valores promedio del porciento recuperado, el 

intervalo de confianza y el valor absoluto de la t experimental en la prueba de hipótesis para la 

media 

En figura II se muestra una gráfica típica obtenida para la linealidad del método 

correspondiente a la rihoflavina-5-fosfato en la solución oral con minerales, y en el anexo 2 se 

muestran las gráficas restantes para cada vitamina analizada en cada una de las formulaciones 

2.3 Precú·¡ón del Método 

Con respecto a la precisión del método se reportan los valores de coeficiente de variación 

encontrados en la repetibilidad de los 6 recobros adicionados correspondientes al 100% y el 

coeficiente de variación calculado con el total de placebos adicionados analizados (18 muestras) 

durante la validación, denominada repetibilidad total y el coeficiente de variación encontrado para la 

rcproducibilidad 

2.4 Crol1la!ogramus. 

En las figuras 12 a la 21, se muestran los cromatogramas típicos obtenidos para las 

soluciones de estándares, muestras y placebos en cada método analítico desarrollado para los 

diferentes productos, indicando los tiempos de retención de las vitaminas 
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PRUIJUU() A 

TABLA XVII. Validación del Método Analítico para la Determinación Simultánea de Riboflnvina-S- fosfato, 
Nicotinal1lidll, Clorhidrato de P¡..idoxina v Clorhidrato de Tiamina en Solución Oral con Minerales. T . ----

I -,------. -----l 
'I"lAMINA 

I t'odh:lI.:uh: d~ ":Olld;ll:lllU t 11 

0,0] 

-0.07 a (J.(19 
0.27 

0<)<)1'1 

O,lJ.t a 10(, 

(I(J(, 

(I'J'Jll 

O.S(¡ 
-OA5 a 1.57 

1.20 
1!.1)55 

IU':X a 1.0) 

I '.) 

(1 'j'j..'.:'.~ 

0.01 
-O.O~ a 0.06 

OA6 
O.9H2 

0.1)-1 a J.(D 
() 1\.) 

tl'}'!(" 

-IHO:;7 
-712-15,1.,5172 

072 
() 'J9!X 
l!.I)H3(¡ 

___ ~2~ 

-o.m.: 
-0.50 <1 ():13 

{) -13 
1.00-1 

0.1)-1 <1 un 
o l.':; 

ti ')<1'\1 

--~ 

I Coeficiente de determinación (r) 
EXACTITUD DEL METODO 
Promedio Recuperado ( 'X,) 

0,%6') O.'JK516 1---·
')9.50 

O.9Y27 ~~ 

lnlcly;llo de COI1fi:uv~\ p<lra la mcdl:\ (1 e ) 
~llcb;l <le J!!pó~si~ 'par;l la l1~ia 1\ cal!_ 
PRECISIO:"l DEL METono 
Rcpclibllldad ,11 IOO'X, le v.'y" de (, Ill11CStr:1S) 
RCPCllbllldild lotal (e V 'Vo, dc IX Illllcstnls) 

100 ()) 

<)lJ . .t1 <l IOI.~5 

109 

2 15 
2 . .t.l 
2 .. ,1) 

I)K66 <l 100.3-1 
1.26 --_. 
19R 
I (JR 
I (¡') 

99.2() 
'JK33 i1 100. IX 

1(1) 

l 35 
1 !\g 
.2 )0 

91).{)1) 

'J7 ')1 i1 lOO 26 
I (¡-I 

1 X2 
2 39 
2 O') . RcprodllClbilid;¡d (e v '}'~) 

I:o:SPEClFICII>An DEL METOUO 
I Para Control de Calidad 

Ningún aditivo Inlcrfícre (\'er erOlll<\togranl,1 del placebo cn laligura 11) 

Los pm{lI11ctros c;llcul~ldos para ];111llcalidad del sis¡clll<1 ~ lile ludo p,lra NicolÍnamida fueron calcubdos solo con los niveles de HO a 120'X, 
I tab];IS \U,~:'., (7) """ 2 ti p;\r:lla Rlbon'l\"ina. Pirido.'\in<1 y Tiamina en la e.'\aclilud dcl metodo 
I labias tIl97~. H,) 2. 12 1");lra 1;\ Ribona\ Ll"l. Plndo.'\ina ~ 'riaLnill~1 en la hncalidad del SlslClna ~ dclmélodo 
1 labia:; tu'm. 1j) 2. 1-1 para la Nicollnallltda en la CX;lelLlud del método 
t tabhlS (u'm, 1.1) '"' 2. 1(, para la J\'ICO\ln;lIll1da en la 1l1lcahd;ld del sistelll<! ~ dellllClodo 
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i'ROJ)UTTO Ji 

TABLA XVIII. Validación de los Métodos Anlllíticos para la Determinación de Clorhidrato de Tiamina, Clorhidrato de 
Piridoxina, ~'icotinalllida y Riboflavina-5-rosfato en una Solución Multivitamínica Inyectable con Hierro. 

-, 

I'AI/AMI':)!/(} IYAJ.lIAJ)() 

'ILINEAiIDAD DEL SISTEMA- -
Ordenad:¡ al origen (h) 

l¡ntenaJo de conrlall/.a par¡) la ordenada (l.e) 

PruCh;1 de hipótesis para la ordenada 11 call 
Cocficicrllc de correlación ( r ) 
Coeficiente de dc!crminación ( r:) 

~p.ctibilidad ,1] 100% ce. V.%) 
I ~INEALIDAD DEL METODO 

I 
Ordenada al origen (b) 
Inter\'alo de confian/~l p.'mlla ordenada (LC) 

I Prueba de hipótesis par.! la ordenada 1\ caJl 
I Pendiente (m) 
I Intervalo de COnfl'lIl1.<I para la pendiente (Le) 

Pruch:l de hipóteSIs para la pendiellte ¡ t cad 
, Coeficiente de correlación ( r ) 
! COCflC}Cllte dc deternuliac¡ón (r=) 

EXACTITUD DEL METODO 
I Promedio Recuperado ( %) 

'Intervalo de confimva para la media (I.c.) 
I Prueba de hipótesis_para la media It cad ___ _ 

PRECISJON DEL MEnODO 
Rcpctibilidad al I\lO'x. (e. V.'X, de 6 muestras) 

I Rcpcubllidad tOl:l1 (e. V'X, de 18 mucslms) 
I_~produclbilidad (C,V.%)'===-,,-___ _ 

ESPECIFICIDAD DEL METODO 
P.U'I Control de Calrd"d - --- - - -- ~_. - --

---- - ----- --
I 

lIIiSIJI.7AJ)()S OIJ7FNIf)(}S 

I~ ~=_-:;.;A"'IN~~I~(;~)X1~~ NICOIINAMIlJ_A __ ,! __ 1\_¡Il\:~):~;;;';'(~\~:"I 

; -45120 I 771()6 79155 -l1'05<)I 
~ -239717 a 14947i ·-f!.J)49 ti 20'¡2XI -101327 a 262037 -.1297)1-1 a 62557 

0 . .19 1.29 o.n 1 5K 

0.1)9JX I O.99H3 () 9977 O.!)I)J] 
0.1)877 O.996{¡ (l.9954 (l.98()..j. 

1,73 1.72 177 1-1-5 

0.80 
-0.75 a 2.3..j. 

I.IU 
0.98 

n.95 <1 1.01 
U5 

0.99XI 
0,9%J 

99.8-4 
99.06 a 100.62 

0.04 
-0.63 a 0.71 

0.12 
0.99 

() 97 a 1,02 
O,3H 

0.9986 
0.9973 

IS.OI 
-0.28 a 3(,,)0 

2.09 
0.97 

0.93 a LO I 
1. 75 

0,9973 
0.99-1-6 

0.09 
-() JI alJ,SO 

0.-1-9 
0.99 

() 95 a 1.03 
o.-!-o 

0.9920 
0.9938 

100.20 
99.44 a 100,97 

I O., 
99.()6 

99.11 a ¡OO.20 
U2 

100.79 
99.HSa lO 1.7 I 

I.ID 0.56 I --1 ,---

(U:w O.XI 1 15 0.5.:1-
1.5X I 1.10 L83 1.53 
2,25 I I.XI ,IXI 1,75' --- --- - - ---'-- -- .- ->---------¡ 

NllIgilll adlli\'o intcrfiere (ver crollWlogr:ullas de los placebos elllas liguras 12 ~ J:;) I 

P,lra la lincalidad de siSlema de la Rtboll¡lnll<l-) rosfato solo se ineluyerolllos niy¡;[¡;s de 60 ¡¡ 120'X,. pero no los de -!O'J.{, 
I (¡Iblas (U 'J7~. 17) 2 ¡ 1 para lodas las vit¡UlIill<ls en la exactitud del metodo 
(tablas (".'!7~. ¡rol = 2 12 par:llOdas las "ilamillas Cilla linealidad del sistcma y dclmétodo 

(,') 



J J\OlJuLJ{) 1... 

TABLA XIX. Validación de los Métodos Analíticos para Ribonavina-5 fosfato y Nicotinamida en una Solución Multivitaminica 
Inyectable con ~minoá~idos. ________ _ 

NI';,\'( JI.'IAJJI IS (IImiNIJ){)S 
!'A I<AA-I/·:·¡¡U) ¡~"VAU lA I)() 

RIBOFLAVINA-5-FOSFATO 

1 
____ NICo~n~A~tJDA _ 

;-UI'IEALlDAD i>~:i SIS,"F.i\1A 
i Ordenad:1 al ongell (b) 
I Intervalo de eOllriall/~1 para la ordenada (I.C.) 
I Prueba de hipóteSIS par<l la ordenada ¡ t call 

',' 

I Coeficiente de conc!;lclóll ( r ) I 
i Coclicielllc de uClernullacióll ( r~) 
I Re2etibilidad:ll IO{)'X, (C.V.%,) I 
· LINEALIDAD DEL METODO 
I Ordenada al origen (b) 
: Intervalo de conflall/~l para la ordenada (l.e.) 
I Prueba de hipótcsis p;lra 1.1 ordcnada Il call 

Pendiente (m) I 

· InlerY¡llo de confimva para la pcndicnte (I.e.) 
· Prueba de hipótcSlS para la pendiellle It eall 
! Coeficiente de correlación ( r) 

Coeficiente de detcnnill<IC1on (r) 
EXACTITUD DEL METODO 
Promedio Recuperado ( 'X,) 
l11teryalo de conflan/ll par;¡ la media (l.c.) 
Prueba de hipótesis Rara la media It call 
PRECISIOI'I DEL METODO 
Rcpetibilid,ld al IOO'Y., (C. V.'X, de 6 1l1\lestras) 
RcpetibJlidad total (C V 'X, dc 1 H Illucstr:ls) 
Rq~r2E\l~ibil~d~~d (C V 'X,) _ 

._ ..J ___ _ 

-1848% 
--I375OJ a 67791 

1.55 
0.9928 
0.')857 

1.59 

-I.()(, 

-9.26 a 17.38 
0.65 
Ü.')') 

O.%a 1.03 
0.42 

0.9983 
0.9967 

IOtU5 
')\) 76 a IOO.\)5 

1.25 

(U I 
II<J 
1.8 I 

10(,2(, 
-15%5a37217 

I O." 
, () 99X2 

O.\)<)(¡-I 

I.-IJ 

007 
-() II a O 2-1 

(l.X2 
O l)X 

O ')-1 a 101 
1.2H 

o ')'J7ú 
0.'J953 

<J') 27 
<JH 51 a 1 DD O] 

202 

() 7\) 

I 5-1 
1.\)] 

ESPECIFICIDAD [)EL METODO 
Para Control de Calidad 

NlIlgllIl adltÍ\'o illterfícrc (\'cr crOIll:l1ogr;lIIl;¡s de los placebos cn 1;ls figur'ls 1-1 ~ 15) 

1 labIas (U.97~" 17) 2 II la exactitud del lIIétodo 
t labias (um~. 11,) 2 12 la lillcalid,ld del sistema ~ del método 

7<1 



PRODUCTO f) 

TABLA XX. Vfllidación del Método Analítico para el Análisis Simultáneo Clorhidrato de Tillminn y Clorhidrato de Piridoxinfl en 
Gotas i\'llIltivitnmínicas Orales. 

l'A/lAMI,TIW lYALUAJ)(} 

L1NEALI!)AI) U[L SISTEMA 
Ordenada al origen (b) 
Intcrvnlo de confi:uva par<l la ordenada (1 C.l 
Prueba de hipótesis para la ordenad;ll t ell]! 

I 
Codicicntc de corrclnclón ( r ) 
Codicicntc de determinación ( re) 

I RcpclÍbili(~ad al HH)'V., (C.V 'X,) 

I LINEALIDAD DEL METODO 

I Ordenada al origen (b) 
11IIcr\':1I0 de cOnfial1/;l para la ordenada (LC.) 

i 1'1111:11;1 ¡k 1111)\11,· ... 1 ... l1:1m 1:1 IlIlkl1:111:J 11l":111 
I Pendien!C (11\) 

Intervalo de conrl<llWl para la pendiente (l.C) 
, Prueba de hipóteSIs para !u pendiente 11 ca!! 

Coeficiente de correlación ( r) 
Coeficiente de dClcnnin<lción (1' 

i EXACTITUD DEL 1\1ETODO 
, Promedio Recuperado ( <X,) 

In\eryalo de con!i¡¡¡Vl1 par:lla medw (I.c.) 

<.. Prueba dS !l!pjl~~PjU,' la media 1.1 c~l_ 
PRECISION DEL METODO 
RcpCllbilldad al 100'1" (C V % de ú lHueslras) 
Repelibilidad lotal (C.V '%de IH lHuestras) 
Reproduclbllidad (C V 'X,) 

ESI'ECIFICII>AD UEL ;\lETOUO 
Para Conlrol de Calid:ld 

1 labl:1S (!I-'m. (7) 2 11 la exaclllud de! melado 
1\;)1)1;)-. ,,,,.1<.1'" 7 17 1;1 1)lu':::llnl;ld del -.1-.1ell1;1 \ tkl 111é!()(ln 

111,'.'11 1/.'lAJl!)S ! )lm,Nlf)!)S 

TIAMINA 

·IJ87~ 

-39960 a 12212 
1.13 

0.9996 
().<)9lJ2 
(l46 

0.176 
-O.Ú5 a 1.01 

() .I.~ 

0.')<) 
0.<)5 a I.O.J. 

0.36 
O.9l}(¡7 
0.9934 

100.25 
\)<) 43 a 101.07 

(l (),,,5 ___ _ 

1 ()) 
l.ú4 
017 

P1R1DOXINA 

-2057.:.! 
-508H2 a 9734 

1.44 
09<)94 
().<)<)HH 

__ ,______ OKI 

0.1074 
-() 3K a O/lO 

() ·17 
(l.')') 

() ')4 a 1.05 
0.17 

09955 
0.<)<)10 

100.72 
')')7Ha IOI.ú5 

1 ú2 

10ú 
[ H(, 

() 50 

NIngún adlll\O Illlernerc t\cr croma logra lila del placcbo Cilla figW'l 1(,) 

71 
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PJlODUCTO E 

TABLA XXI. Validación del MÍ'lodo Analítico pan. b Determinación Simultánea de Clorhidrato de Tirnnina y Clorhidrato dl' 
Piridoxina en Solución Ond, 

l'AIIAMI·:nw I,YAUIAI!() 

I I LINEALIDAD DEL SISTEMA - - - _. 
¡ Ordenada al origen (b) 
Ilnler\'alo de confLmll;l para la ordenada (J.C.) 
I Pmcba de hipótesis para la ordenada jI ca!1 
I Coeficiente de correlación ( r ) 
: Coeficiente de determinación ( r:) 
~ Rcoctibilidad al 1 ()()'Yo (e. V <X,) 
~ LINEALIDAD DEL METOnO ¡ Ordenada al origen (b) 

Intervalo de confimll~l para la ordenada (1.c.) 

: Prueba de hipótesis pam la ordenada I t cad 
i Pendiente (m) 
Illllen'ala de confianza para la pendlentc (LC) 

Prncba dc hipótcsls para la pcndicntc J t call 

III:SIII.'JAI)( JS Om¡,NIJ)()S 

TIAMINA ~- -1 ~ ---- PIRIDOXINA 

I 
-13874 I 

-39960 a 12212 
1.13 

0.9996 
0.9992 

0.-16 

-0.18 
-0.54 nO.18 

1.07 

1.0 I 
O.YY n 1.03 

lAG 
0.999-1 

-20574 
-508M2 a 97J..l. 

1.-1.-1. 

0.999-1. 
0.9988 
081 

-o 24 
-o 55,10 08 

1.60 
103 

0.1)1) a 1.06 

1.60 
() 9982 

L Cocficicnte dc correlación ( r) 
; Coeficicnte de dClcrnún¡¡ción (r:) 

EXACTITUD DEL METODO 
Promedio Recuperado ( '%) 

'-t-- () 9'J88 
01)1)(:~,4__ ~ 

Intervalo de confiall/ .. l para la llledm (I,C) 
I Prneb,l de hiQólesis para la media II'cc~a~II ___ _ 

PRECISIO:S DEL METonO 
Repetibilid,ld al lOO'!!" (C. V 'X, de () lIluestras) 
Repeubilldad total (C V.%de IS muestras) 
,~roducibilid;]d (C.V.'Y~ ~ __ _ 
, ESPECIFICIDAD DEL METono 
, Para Conl.!:,ol de Cali~ad _ _ _ __ 

i 100:13 991) 
<)<).98 a ]Iltl.G8 9932;1 lOO 53 

_____ -""',97 (l 26 ~ - ----------

() 32 
071 
1.50 

\l.ól 

'21 
____________ 1~5 ___ _ 

Ningún aditivo interfiere (\'el" crolllalOgrama del placebo en figuw 17) 

-' 

.--' 

¡tablas (U-'J7:<.I7) 2 II la e.\::letllud del método. 
t tablas (0,')7:<, 1(,) 2 12 la lincalidad del sislcllla ~ del 111élOdo 

72 



PRODUCTU F 

TABLA XXII. Validación de los Métodos Analíticos p31"11 Cianocobalaminn yAcido fólico en CápslIlns de Gelatina Dun\ 

W:,\'/IUA /JO.\' OIJ'l'/:NI/JO'\ 
l'ANAMI,:mo 1,'VAI,IIA/JII 

I LINEALIDAD DEL SISTEMA 
Ordenada al ongcn (b) 

! Intervalo de conJiatl/~1 para la ordenada (Le) 
Pmcba de hIpóteSIS para la ordenada ¡ t call 

! Coeficiente de correlación ( r ) 
I Coeficiente de determinación ( r2

) 

Rcpctíbilidad al lOO'!!', Ce. V.IX,) 
LINEALIDAD DEL METODO 

! Ordenada al origen (b) 
¡ Intervalo de confimll.a pnra la orrlcnnda (I.C.) 

: Pmcba de hipótesis P,lI1\ la ordenada 11 call 
Pendiente (m) 

I lntcr\'a!o de confimua para la pendIente (LC) 
Prueba de hipóteSIS para la pcndlCll!C j I cal! 
Coeficiente de correlación ( r ) 
Coeficiente de determinaCión (rJ 
EXACTITUD DEL METono 

CIANOCOBALAMINA 

.] 1552 
-951 SS a 32082 

1.05 
n.9993 
n 9987 

0.30 

26.65 
·6.76 a 60.05 

1,69 

0.95 
(j.91 a 1.00 

2.11 
09959 
0.9918 

- , 
ACIDO FOLlCO 

·.111)5.1 
·1I()~2() a 72-119 

() 65 
n 9'.>'.>3 
0.'.>'.>8(, 

11l~1 ___ _ 

-0.002 
.{} 02 a 0.01 

() .15 
! 01 

0%,11.06 
() :19 

0.9%-1 
() 9928 

I Promedio Recuperado ('Yo) 99.20 100.0; 
Intcr"alo de confiall/11 para la media (I.e) 9~.lú a 100.23 99 17 a 100.% 

I Prueba de hIPótesis para 1,IIlledia 1\ ead I 6:í (J 16 
PRECISION DEL METOnO 

~ Rcpelibilidad al IOO'X, (C. V.'x, de (¡ muestras) 1.15 
I Repelibilidad lolal (C V.'X,de IK mueslras) 2.09 
~ RCQrodueibilidad (c. V. 'Yo) . 1. 90 
¡EsPECIFICIDAD DEL ;\-tETO DO Ningún aditho interfiere (ver eromalOgrama del 
:YE'I COEI!9l.Qc Ca!id~d _. ___ pl~I~~o cn.la f!Rura 19) __ 

t tabl;\s ("'J~~.17) 2 11 1,\ c.\:;\ctllud del1llétodo 
I labIas (On5. 1(0) 2 J 2 la llllCahd;¡d de! slstellJa ~ del método 

71 

I.S7 
1.:-10 

~}::...---
Ningún aditivo intcrficrc (\ cr cromalogmm:1 del 

placc~o_c!\ .ti\ ii~r:! l. ~l. 
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I 
TABLA XXIII. Validación dell\létodo Analítico para Acido fólico cn Tablctas parn LISO Humano 

I'AIIAMI,TIIO IYAI.IIAnO 

I 

1 LINEALIDAD DELSISTEl\1A 
Ordcnada al origcn (b) 

I Intcr"alo de confían:;"l para la ordcnada (Le) 

II/-:.\'I JI./AI )().\' (!lfrl·.NII)().\' 

ACIDO FOLlCO 

·31953 
·IJ6J26 ¡¡ 72.; [9 

0.65 
0.9993 
O.998Ú 

U)] 

¡ 
Prucba de Illp61csis p:lr.-l hl ordenada It ca!~ 
Coeficiente de correlación ( r ) 
Coeficicnte de dctcrminación ( r~) 
~petibilidad al 100% (C.Y.%) 
1~¡NEALlDAD DEL METODO 
I Ordcnílda al origen (b) ·003 

¡
Intervalo de confianza para la ordcnada (LC) .0.)7.<10.32 
Pmcba de hIpótcsis para I¡¡ ordenad:llt call 0.17 
Pendiente (m) 1.00 

I Intervalo de confi:IIVll para la pendiente (l.e ) 0.1)7 a 1.04 
I Prueba de hipótcsis para la pcndientc It call 0.24 
I Coeficicntc de correlación ( r ) () 9'J78 

Coeficiente de delemlLllación (r') 0.9956 
I EXACTITUD DEL METOnO 
! Promedio Recuperado ('X.) 100.13 
, Intervalo de confiatwl para la medw (l.C) 99.:Wa 100.87 

, Pmcba de hipótcsis P;Wd la mcdia It call IU8 
PRECISION DEL i\lETOOO 
Rcpctibl1Ld:ld al IOO'X. (e. V.'X, dc 6 mucstras) 
RepetibilLdad total (C V'/" de IX muestras) 

~cprp~lL~i.bil!da~ Ce V'~.) .. 
ESPECIFICIDAD DEL l\lETOOO 

, ~am Control de .Calid'ld 

t t<lbl,IS 1"'¡"~.1") 2 11 1:1 c.\'lctLllLd del I!\clodo 

I .2 
IA9 
U'J 

Ningún aditi\'o mtcrficrc cn 1;1 cuanlificlClón (\'cr cromatogralll<l del placcbo cn ligur:l ~O) 

I tab!:Ls tU 'm. tr.) 2 12 la lLllc,Llidad del StStClLt:l ~ del m0todo 

,. 
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GllAFICA TlI'ICA OBTE~IDA PARA LA Lli'iI::ALlDAD DE LOS M[TODOS 
(V.:r!.:n <:1 :1n<.::>.:o 2 las gráflC:lS complementarias para b otras vitaminas ell cada producto) 

RIBOFLAVINA-5-FOSFATO 

o 

1 .0 O 1.2 O 1.40 1 .6 O 1.8 O 

mg ADICIONADOS 

FIGURA 11. Pmducto ,\: Lincnlidnd dcllllctodo ptlrn Ribol1:will:h':;-fosrnto en el :málisis silllultnnco 
de Ribol1:l\'ina, Nicotinllmida, Pirido).ina y Tiaminn en solución multivitnmínica oral con minerales 

para uso veterinario. 
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PRODUCTO A SOLUCION ORAL MULTIVITAMINICA PARA USO VETERINARIO 

11.47 

2.45 

4.13 7.48 

.16 

(1) 

11.55 

2.07 

• 11 L 

(2) 

11.69 

2.47 

4.16 7.57 

3.17 

L 
'1 .. tlL 

(3) 

FIGURA 12. Cromatográmas típicos correspondientes al analisis simultáneo de Ribonavina-5-
fosfato, nicotinamida, Clorhidrato de Piridoxina y C1orhid.-ato de Tiamina en solución 
Illultivitamínica oral con minerales. 

(1) Solución estándar 
(2) SolUCIón placebo 
(3) Solución muestra 

Ticmpos de relenc.ón aproXImados 

RlhoflaVlna-5-fosfato 
l'\lcotmamlda 
PiridoxlI1a 
Tiamina 
Conservadores 

245 mm 
3.16 mm 
-1.13 mm 
7.4g min 

1147 mm 
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PRODUCTO 11: SOLlJCION INYECTABLE PARA USO VETERINARIO 

3.13 ~.~ 3.13 
I , I 

1 j 

4.11 4.12 

7.10 7.14 

2.33 

4.87 

(1) (2) (3) 

FIGURA 13. Cromatográmas tipicos correspondientes al análisis simultaneo de i\'icotinamida, 
Clorhidrato de Piridoxina )' Clorhidrato de Tiamina en solución multivitamínica inyectable 
con hierro. 

(1) Solución estándar 
(2) Solución placebo 
(3) Solución muestra 

Tiempos de retención aproximados. 

Nicotinamida 
Piridoxina 
Tialnina 

3.13 min 
4.1\ mio 
7.10 min 

77 



PRODUCTO B: SOLUCION INYECTABLE PARA USO VETERINARIO 

1.48 
1.47 

4.24 
4.26 

3.96 
3.99 6.23 

6.27 

(1) (2) (3) 

FICURA 14. Cromatográmas típicos correspondientes al análisis de RiboOavina-5-fosfato en 

solución multivitamínica inyectable con hierro. 

(1) SolucIón estándar 
(2) Solución placebo 
(3) Solución muestra 

Tiempos de retención aproximados' 

Nlcotmamlda. Piridoxma y 
Tiamma 
R [bofIa VI na-S-fosfato 
Riboflavina-4-fosfato 

I.4R min 
426 mm 
396 min 

78 



PRODUCTO C: SOLUCIOI' MULTIVITAMINICA INYECTABLE CON AMINOACIDOS PARA USO 
VETERINARIO 

2.15 

~j 5.06 
L 
~i ~"._~ __ 

.----' ~-

(1 ) 

3.17 

I 
H .~lJ \,,-~ __ 

(2) 

3.22 

I 
!!I I ~1 5.29 5.70 

--.JU~ 
, :'" 

(3) 

FIGURA 15. Cromatográmas típicos correspondientes al an:í1isis Nicotinamida en solución 
Illultivitaminica inyectable con aminoacidos. . 

(1) Solución placebo 
(2) Solución estándar 
(3) Solución muestra 

Tiempos de retenetón aproximados. 

Nicotinamlda 3.17 min 

ES1'A TE§lS NO §AlLJE 
J[J)JE lA JBIJBlU01I'JECA 



PRODUCTO C: SOLUCION MULTIVITAMINICA INYECTABLE CON AMINOACIDOS PARA USO 
VETERINARIO 

1.48 

3.90 2.06 

1.48 

i 
,1 
1I 2.06 

II '.89 

" :! 

~ 
I 

1) (2) 

FIGURA 16. Cromatográmas típicos correspondientes al análisis de Riboflavillll-5-fosfato en 
solución multivitamínica inyectable con aminoácidos. 

(1) Solución estándar 
(2) Solución placebo 
(3) Solución muestra 

TIempos de retención aproximados 

Rlbolla"l na-5-f osfalo 
Rlboflavina-4-f osfalo 

3.90 min 
3.87 min 

so 



PRODUCTO D: GOTAS MULTIVITAMINICAS ORALES PARA USO HUMANO 

6.43 6.44 

2.64 
2.63 

5.49 
4.11 5.47 

(1) (2) (3) 

FIGURA 17. Cromatográmas típicos correspondientes al análisis simultáneo de i\'icotinamida 
y Clorhidrato de Piridoxina en gotas multivitaminicas orales. 

(1) Solución estándar 
(2) Solución muestra 
(3) Solución placebo 

Tiempos de retencIón aprmamados: 

Nicotinanllda 
Clorhidrato de Plridoxina 

4.12 mm 
5.49 mm 

"1 



PRODUCTO E: SOLUCION MULTIVITAMINICA ORAL PARA USO HUMANO 

2.64 6.55 2.64 6.53 

5.49 5.48 

4.13 4.12 

(1) (2) (3) 

FIGURA 18. Cromatográmas típicos conespondientes al análisis simultáneo de Nicotinamida 
y Clorhid,'ato de Piridoxin¡1 en gotas multivitaminicas orales. 

(1) Solución estándar 
(2) Solución muestra 
(3) Solución placebo 

Tiempos de n;tcncÍón aproximados. 

N ICOI 1!l<u1llda 
Clorhidrato de Piridoxlna 

4.13 mm 
549 mm 

X2 



I'RODUCTO F: CAPSULAS MULTIVITAMINICAS PARA USO HUMANO 

2.66 2.86 

~ 
9.03 

'.02 

2.6' 

j , 11.34 5.12 

3.72 I ~. r,-rJ 
, " 

, " " , , l' '" 
f , 

(1) (2) (3) 

FIGURA 19. Cromatográmas típicos correspondientes al anñlisis de Ácido Fólico en dlpslIlas 
multivitamínicas orales. 

(1) Solución estándar 
(2) Solución muestra 
(3) Solución placebo 

TIempos de retención aproximados 

Acido fólico 9.03 I1UI1 



PRODUCTO F, CAP SULAS MULTIVITAMINICAS PARA USO HUMANO 

6.62 6.49 

3.68 
3.51 

I I :: 

(1) (2) (J) 

FICURA 20. Cromatográmas tipicos correspondientes al análisis de Cianocohal:lI11ina en 
cüpsulas multivitaminicas orales. 

(1) Solución estándar 
(2) Solución placebo 
(3) Soluclón muestra 

T[(:mpos de retenCIón aproxImados 

Clanocobalamina 662 min 



PRODUCTO G: TABLETAS DE ACIDO FOLlCO 
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FIGURA 21. Cromato~rámas típicos correspondientes al :mitlisi<; de '\cido fólieo en tabldas 
Ol"ales. 

(¡) Solución estimdar 
(2) SolUCión muestra 
(3) Solución placebo 

Tiempos de retención aproximados 

ACldo fólico 529 min 
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VIII. ANALISIS DE RESULTADOS 

1. PRUEBAS PRELIMINARES 

/. J Espectros de Ah.'iOrcióll de IlIs Vitaminas 

En las figuras 5 y 6, se presentan los espectros de absorción superpuestos para las 

diferentes vitaminas analizadas, los cuales resultaron de gran utilidad en la elección de la longitud 

de onda para el análisis simultáneo o individual. Dc acuerdo con ellos, el intervalo donde las 

vitaminas hidrosolubles presentan absorción es amplio, desde la región visible del espectro (380 nm 

para la cianocobalamina) y presentando su máximo de absorción a 360 nm, hasta el limite de la 

región ultravioleta (2\ O nm). Otras vitaminas que presentan picos de absorción en la región visible 

además de la ultravioleta son la riboflavina-S-fosfato (370 y 445 nm) y el ácido fólico (478 nm), 

valores no presentados en las figuras pero indicados en la tabla VIII 

Los máximos de absorción para las vitaminas hidro solubles se encuentran en el intervalo 

de 230 nm a 300 nm, a excepción de la cianocobalamina, que lo presenta a 360 n111, pero también 

presenta un pico a 278 nm. 

Se incluyen en la tabla VIII, datos dI.!! espectro de absorción del ácido ascórbico debido a 

que suele ser tambien lino de los componentes comunes en productos vitamínicos, aunque 

solamente se incluye en una de las formulaciones presentadas en este trabajo. Se presentan también 

datos ele la hidroxocobalamina, que constituye una alternativa a la cianocobalamina en las 

formulaciones. Sus espectros de absorción son muy similares 

La elección de la longitud de onda para el análisis, dependió de la formulación, las 

vitaminas presentes y de sus concentraciones. En la figura 6, se presentan los espectros de las 

vitaminas que se cuantifican simultáneamente en los productos analizados, ya sea las cuatro o dos 

vitaminas; el intervalo al cual se observa que las vitaminas pueden prescnt".r una adecuada 



absorción para su determinación simultánea es entre 265 nm y 280 nm y cerrando aún más el 

intervalo entre 270 y 275 nm. Se eligió la longitud de onda de 280 11m para la determinación 

simultánea lomando en cuenta las consideraciones mencionadas en el capitulo de resultados con 

respecto al erecto de la longitud de onda 

Por otra parte, el ácido ascórbico presentó poca absorción a longitudes de onda próximas a 

2l:W 11m al igual que la nicotinamida, ambas vitaminas presentan mayor absorción a longitudes de 

onda menores 

En la figura 5 se pueden observar los espectros de absorción obtenidos para las vitaminas 

que se analizaron en forma individual (ácido rólico y cianocobalamina) y el del ácido ascórbico. El 

ácido fólico presenta su máximo de absorción alrededor de 280 nm, y a esa longitud de onda se 

cuantificó en las cápsulas de gelatina dura, este ácido solo es soluble en medios alcalinos, por lo que 

requirió, el uso de un disolvente adecuado para su extracción de la rormulación 

Se analizó por separado la cianocobalamina, debido a su concentración tan pequeña, por lo 

cual, se consideró conveniente utilizar la longitud de onda de máxima absorción observada en su 

espectro (360 nm) Es una gran ventaja que esta vitamina presente su máximo de absorción hasta 

360 nm, ya que esta característica pudo aprovecharse para analizarla en forma especifica sin 

interrerencia de la gran concentración del ácido ascórbico (formulación F) ni del ácido fólico por 

presentar poca absorbancia a esa longitud de onda, resultado que se confirma con la especificidad 

durante la validación (ver cromatograma en la figura 20) Las otras vitaminas también presentan 

poca o nula absorción a esa longitud de onda La única vitamina que pudiera llegar a interferir en su 

análisis pero que no está presente en la formulación analizada, es la ribollavina-5-fosrato, por 

presentar un pico de absorción cercano a esa longitud de onda 

La cianocobalamina presenta poca absorción en el intervalo de 260 a 320 nm (figura S) por 

lo cual. prácticamente podría esperarse una nula interferencia por pane de esta vitamina para el 

analisls de otras en ese intervalo de longitud de onda, considerando además las concentraciones tan 

bajas a las que se encuentra en las formulaciones 
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Se observó poca diferencia entre los máximos de absorción rcponados en la literatura y los 

encontrados con las fases móviles utilizadas 

2. DESARROLLO DEL SISTEMA 

2. I Efecto de la Composiciúll de la Fase Móvil 

Proporción Agua: Metanol: Acetonitrilo. 

En la figura 7 y en la tabla IX se observa que la tendencia en los tiempos de retención de las 

vitaminas al aumentar la proporción en la fase orgánica (metanol), es hacia la disminución, y se 

tiende a observ.ar una menor separación entre la fibotlavina y nicotinamida. La incorporaci6n del 

acetonitrilo a la fase móvil disminuye los tiempos de retención Este comportamiento se debe a que 

el acetonitrilo es menos polar que el metanol y este a su vez es menos polar que el agua, por lo que 

en realidad se está disminuyendo la polaridad de la fase móvil, presentándose una mayor afinidad de 

las vitaminas por esta fase que por la estacionaria no polar, resultando en una disminución en los 

tiempos de retención, los cuales se deben a los diferentes grados de atracción por la fase estacionaria 

no polar y la fase móvil polar. Conocer este comportamiento es básico en la separación de los 

componentes de una formulación por CLAR 

Efecto de las sales del ácido alquilsulfónico (Concentración y longitud de la cadena 

1I ¡droca rbonada). 

Al aumentar la longitud de la cadena hidrocarbonada del ácido alquilsulrónico. aumenta el 

tiempo de retención de las vitaminas (figura 10), 10 que puede utilizarse para optimizar las 

separaciones en productos lllultivitaminicos ya que, dependiendo del producto y del número de 

vitaminas a separar, se utilizará el pentano, hcxano, heptano u octanosulfonato de sodio, siendo 

posible además el uso de mezclas de estas sales como se observa en la figura 9, y e:\istiendo una 

proporción óptima para lograr la separación sin alargar innecesariamente el análisis. 

1.::1 aumento en los tiempos de retención de las vitaminas al aumentar la longitud de la 

cadena hidrocarbonada de la sal del acido alquilsulfónico, se debe a un aumento en la lipoficidad de 

las moléculas, es decir, disminuye la polaridad del complejo lión-par iónico} al aumentar la longitud 



de la cadena hidrocarbonada, por lo que tienen mayor afinidad por lél fase estacionaria poco polar 

retardando su salida de la columna 

Por otro lado, al aumentar o disminuir la concentración de los reactivos de alquilsulfonato a 

las concentraciones probadas, no se presenta efecto significativo en los tiempos de retención de las 

vitaminas (tabla XV), esto confirma que la concentración de Q,OOSM sugerida en la bibliografia es la 

óptima 

2.2 Efec/o del pH 

El pH sí modifica en gran medida la retención, observándose un mayor efecto sobre la 

tiamina, (figura 8 y tabla XII). Este efecto puede explicarse debido a la presencia de una amina 

cuaternaria en su estructura química, lo que la hace ruertemente iónica. 

Se determinó que el pH óptimo para la separación es el ácido, lo cual es explicable debido a 

que en esa condición las vitaminas se encuentran ionizadas (sus pKa están por arriba de ese pH) (ver 

tabla 1) para poder formar un par iónico y retenerse en la columna; en este caso, se utilizó un ácido 

débil (ácido acético) en una proporción al 1% en la fase móvil para el ajuste del pH En esta 

proporción se determinó un pH promedio de 3, además podría ajustarse con otros ácidos Como el 

perc\órico e incluso el clorhídrico, ambos tendrían la ventaja de presentar menor absorción en la 

región ultravioleta del espectro, pero con el uso del acido clorhídrico por ser un ácido fuerte se corre 

el riesgo de alcanzar un pH menor a 3 que puede dañar cJ empaque de la columna Las vitaminas 

que se vieron menos afectadas por el pH son la nicotinamida y la riboflavina-S-fosfato 

El ajuste del pH resulta también determinante en el análisis individual de riboflavina-S

fosfato, acido fólico o cianocobalamina para suprimir su ionización, lograr su retención y separación 

al utilizar soluciones amortiguadoras de fosfatos. 

En general, la vir.amina que presentó el mayor tiempo de retención en el análisis simultáneo 

en el tipo de sistemas de par iónico, es la tiamina, siguíendole en orden descendente la piridoxina, 

nicotinamida y riboflavina-S-fosfato; esta última presenta el menor tiempo de retención (figura 12). 

Sin embargo, en el sistema con fosfatos en la fase móvil, la riboflavina-S-fosfato es la que presenta 
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el mayor tiempo de retención y las otras vitaminas no se retienen, scparandosc incluso los diversos 

derivados fosfatados de la riboflavina, como la riboOavina-4-fosfato, que presenta un tiempo de 

retención semejante él la S-fosfato, los derivados difosfalos y la ribonavina base también tienden a 

separarse en este sistema (figura 14), no se identificaron cada uno de estos derivados pero 

d l · d .. l· I dic· 12.\3 concuer an os tiempos e rctenClon re atlvos con os repon a os en as rClcrenClas 

2.3 Efecto de la,\- Características y Tipo de Columna 

Se utilizaron diferentes tipos de columnas e 18, de diferente longitud y tamaño de panícula, 

encontrándose que con una longitud de 25 cm y un tamaño de partícula de 5 micras, era posible 

lograr la separación de las vitaminas, ya que al aumentar el tamaño de partícula a la micras, aunque 

se incrementara la longitud de la columna a 30 cm, la separación no era adecuada y, lógicamente al 

disminuir la longitud de la columna, la separación también era deficiente. Sin embargo, fueron 

determinantes las características de la columna utilizada para lograr la separación, ya que después de 

haber optimizado otros factores, el cambio de columna fue lo que permitió la separación en el 

análisis simultáneo de las vitaminas, en la solución oral con minerales y en la solución inyectable 

con hierro para uso veterinario 

La razón de este comportamiento se debe al número de platos teóricos (N) de las columnas, 

que es una medida de su eficiencia. Este número está en función de factores tales como la longitud 

de la columna cuando se mantienen constantes las otras características de la fase estacionaria 

Siendo otro factor que modifica la eficiencia de la columna, el tamaño promedio de la panícula del 

empaque de octadecilsiláno 

2.4 ("(m.\"ideración acerca de/lipo de Vitaminas 

En los sistemas cromatográflcos utilizados en el análisis de los productos multivitaminicos 

objeto de estudio en el presente trabajo, se utiliza la formación de un par iónico o se suprime la 

ionizaCIón, por un lado la tiamina, nicotinamida, piridoxina y ribof1avina, pudieron analizarse 

simultáneamente las cuatro, o mezclas de dos ó tres con un sistema agua. metanol:acctonitrilo ácido 

acético a un pH aproximado de 3, utilizando alguna sal individual o mezclas de sales de pentano, 

hexano heptano u octanosulfonato de sodio a una concentración O.005M en una columna ODS de 25 
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cm de longitud, 4 6 mm de diámetro interno y 5 micras de tamaño de partícula Se optilllizll la 

separaci6n considerando el número y tipo de vitaminas a analizar, la formulación y los aditivos 

iniciando con la busqucda de la proporción óptima de fase orgánica para separar las vitaminas que se 

retienen poco como la riboflavina, nicolinamida y piridoxina y posteriormente se eligió la longitud 

de la cadena hidrocarbonada de la sal formadora del par iónico o se utilizo una mezcla 

Por otro lado, se encuentran la ciallocobalamina, el ácido fólico y la riboflavina-S-fosfato, 

las cuales requirieron un análisis individual utilizando sales de fosfatos en la fase móvil 

3. COMENTARIOS ACERCA DEL DESARROLLO DE LOS Mi:TODOS 

3./ Producto A: Solución Multil'ifllmínicll Oral con Minerales (liSO l'cterinllrio) 

En este producto las vitaminas se encuentran más concentradas que en el producto B para 

uso veterinario, por estar destinado a utilizarse por vía oral, contiene minerales en forma de 

glicerofosfatos en una buena proporción dentro de la formulación y el método desarrollado por 

CLAR que evalúa simultáneamente cuatro vitaminas· el clorhidrato de tiamina. el clorhidrato de 

piridoxina, la nicotinamida y la riboflavina-5-fosfato, detectó alguna interacción en la 

cuantificación de las vitaminas que no se presenta en otras formulaciones, que se atribuyó a la 

presencia de los glicerofosfatos; esta interacción se observó como porcientos de recobro bajos 

durante la evaluación de la exactitud del método, al analizar placebos adicionados; esto fue 

corregido adicionando placebo a la solución estandar, con lo cllal mejoraron los porcientos de 

recobro haciendo exacto el illétodo 

La ribollavina se cuantificó en esta formulación a partir de la respuesta (arca) del pico 

principal presente y que corresponde a la ribol1avina-S-fosfato Fue posible su cuantificación 

simultánea debido a la ausencia del citrato férrico amoniacal, que interfiere en su cuantificación 

cuando está presente y requiere un método adicional 

Fue necesario utilizar, en este caso, dos sales para formar el par iónico con las vitaminas, el 

hcxanosulfonato de sodio (pie 86) y el heptanosulfonato de sodio (pie B7) para lograr una 

resolución adecuada de las 4 vitaminas y los fosfatos de riboflavina; esto en pH ácido utilizando 

ácido acético glacial y una mezcla de agua, metanol y acctonitrilo (figura 12) 

91 



3.2 Producto B: Solución MultivitllwÍnicalnyect(lble c(Jl1l1it~rro (u.\"O ¡'der¡'wr;o) 

Para el caso de la solución multivitaminica inyectable con hierro. se probó el mismo 

sistema cromatográfico desarrollado para el producto anterior, esto considerando que las dos 

formulaciones tienen las mismas vitaminas y, la formulación inyectable, ticnde a ser mcnos 

compleja. 

Se evalúan simultáneamente la nicotinamida, clorhidrato de piridoxilla y clorhidrato de 

tiamina con el método desarrollado por CLAR (figura 13). No fue necesario utilizar dos sales del 

ácido alquilsulfónico por lo que el sis.tema se utilizó solamente con hexanosulfonato de 'sodio 

O.005M. 

La formulación contiene citrato férrico amoniacal que interfirió en la cuantificación de la 

ribofla\'ina-5-fosfato por lo que esta vitamina se evalúa por separado en un método donde se retiene 

más separándose del citrato férrico y de las otras vitaminas e invirtiéndose los tiempos de retención 

Es posible separar además los diversos fosfatos de la riboflavina presentes desde la materia prima 

como son la misma riboflavina-S-fosfato que se encuentra en mayor proporción, la riboflavina-4-

fosfato que le sigue en proporción a la anterior y pequeñas cantidades de difosfalOs de riboflavina 

incluyendo la base (figura 14), así mismo, el sulfalO de Illefentermina. no presento interferencia en 

ninguno de estos métodos El pH encontrado para la solución acuosa de fosfato de potasio 

monobasico de la fase móvil fue de 4,5 

3.3 Producto C: .\'olucián Alultil'itllmíllictl Inyectable con AmillolÍcitlo,li (uso veterinario) 

Para eSla formulación, dos métodos analíticos fueron desarrollados por CLAR. uno para 

cuantificar nicotinalllida y otro para riboflavina-S-fosfato. En el primero se utilizó octanosulfonato 

de sodio corno formador del par iónico para retener en mayor proporción a la nicotinamida y poder 

separarla de los componentes que cluycn con tiempos de retención menores (figura I S) Se utilizó, 

un gradiente de flujo para disminuir el tiempo de análisis, ya que eluyen Olros componentes después 

de la nicotinamida Nuevamente se detectó alguna interacción entre la nicolinamida tal vez con el 

gluconato, se adicionó ácido bórico al estándar para lograr % de recobros aceptables y exactitud en 



el método El clorhidrato de tiamina se analizó por Ouorometría y el clorhidrato de piridoxina por 

espcctrnfotometría visible por desarrollo de color Este fue un caso en el que fue posible la 

aplicación de estas tecnicas espectrofotométricas debido a la ausencia de aditivos posibles de 

interferir cn su cuantificación ya que el producto es inyectable, el producto contienc además 

aminoácidos pero en proporciones mucho menores a las de las vitaminas, además de que algunos de 

ellos no presentan absorción en la región ultravioleta-visible 

La riboOavina-5-fosfato se analiza con un sistema semejante al de la formulación B 

utilizando una solución amortiguadora de fosfatos en la fase móvil que separa los diferentes 

derivados del fosfato de la riboflavina. (figura 16) 

3.4 Producto D: G()tlU MuJtil,itamin;cas OrllJe,,' (uso Irunumo) 

Las soluciones farmacéuticas orales, no solo las vitamínicas, suelen ser de los productos 

con mayor grado de dificultad para su análisis por CLAR, debido a la gran cantidad de aditivos que 

contienen, como los edulcorantes, saborizantes, colorantes, conservadores algunas veces 

antioxidantes y otros 

Para esta formulación, se desarrolló un método para cuantificar simultáneamente 

clorhidrato de tlamina y clorhidrato de piridoxina, vitaminas que se encuentran más concentradas 

que en otras formulaciones, (figura 17), La complejidad relativa en este producto se debió 

básicamente a los conservadores y saborizantes, que suelen prcsenlar también absmción a la misma 

longitud de onda de las vitaminas 

La adición de un ácido débil como el ácido acético en la fase móvil, se requirió para 

mantener un pH ácido, lograr mantener ionizadas las moléculas de las vitaminas para que puedan 

formar el par jónico con el heptanosulfonato de sodio y lograr su rctención al carecer de carga y, por 

tanto, poder separarse por cromatografía en fase inversa También, se ajustó la proporción de la 

mezcla agua metanol acetonitrilo manteniendo constante la proporción de ácido acético y la 

concentración del reactivo formador del par iónico, para lograr la separación de las vitaminas 

incluyendo los aditivos presentes en la formulación. 
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3.S Producto E: SolucióI11Hultil'itclllri"ica Oral (IHO lrumallo) 

Este producto contiene básicamente las mismas vitaminas que ¡as gotas orales, pero más 

diluida.:., lo que de entrada implicó un ajuste en la forma de diluir la muestra para el análisis 

simultáneo de nicotinamida y clorhidrato de piridoxina (figura 18) adicionalmente, la muestra 

contiene una gran cantidad de citrato férrico amoniacal, que presentó absorción en la longitud de 

onda seleccionada para evaluar las vitaminas. Sin embargo, fue posible su separacilln, la dificultad 

es semejante a las gotas en lo que respecta a los aditivos como el colorante, saborizante y 

conservadores y los principios de separación y acción de los componentes en la fase móvil, son los 

mismos que para el producto anterior por lo cual, fue posible utilizar el mismo sistema. 

3.6 Procluclo F: Cápsulas Multj¡'ilamíniclIJ Orales (UJO !rumano) 

Se desarrollaron dos métodos analíticos independientes, uno para cuantificar 

cianocobalamina y otro para evaluar el ácido fólico (figuras 19 y 20). El problema principal ell esta 

formulación, lo constituyó la cantidad tan pequeña en que se presentan estas vitaminas en la 

fórmula, y esto se generaliza a las fórmulas que las contienen, especialmente la vitamina B12 La 

presencia de una gran cantidad de ácido ascórbico y sulfato ferroso, complicó la extracción y 

cuantificación de la cianocobalamina, sumándose además la gran inestabilidad que suele presentar 

esta vitamina, por lo que fue recomendable ir preparando las muestras al momento de inyección al 

cromatógrafo Para eliminar los sólidos, no se filtraron las muestras a traves de papel 111tro. debido a 

que al analizar de esta manera se encontró una posible adsorción de la cianocobalamina en el papel, 

al enCOntrar porcientos de recuperación bajos. además, para mantener la vitamina el menor tiempo 

posible en solución antes de su análisis y evitar alguna degradación, se decidió no centrifugar, sino 

!¡Itrar directamente a tl·avés de la membrana tipo HVLP de 045 llm antes de inyectar al 

cromatografo. El uso de la fase móvil a pH cercano a 6 en el análisis de la cianocobalamina. resulta 

importante debido a que se encuentra en el intervalo de su mayor estabilidad7 adema s de suprimirse 

su ionización (pKa = 3.30) para retenerse en la columna 

El ácido fólico, aunque en una concentración ligeramente mayor, presentó problemas de 

extracción. El ácido fólico se analizó por la técnica de supresión iónica, a pH de 3 5 para suprimir su 

ionización. (pKa = 4.70) Y retenerlo en la columna C18 Se utilizó una solución de fosfato de potasio 



dibásico al 3% en la preparación de las soluciones de análisis para poder disolverlo, debido a que con 

est<l solución se obtiene un pl-l de alrededor de 9.2 con lo que se incrementa su solubilidad 

Por otro lado, el ácido ascórbico fue posible cuantificarlo por espcctrofotomctría 

ultra\'iolcla a 244 nm en una solución de ácido clorhídrico 0,0 I N en metanol 

3,7 Producto G: Tllhlela,\' de Acido Fálico, (u.\'o humallo) 

En general, las formas farmacéuticas sólidas son las quc tienden a presentar menos 

problemas de análisis por CLAR, esto debido a que se formulan con aditivos que no presentan 

absorción ultravioleta o visible, por lo cuál se tiene menor posibilidad de interferencia y la 

simplicidad aumenta con monofármacos. 

Sin embargo, la fórmula presentó un problema de absorción en presencia de los aditi\'os de 

1<1 formulación, debida a una circunstancia no identificada lo que provocaba una menor absorción de 

luz del activo y por lo tanto una menor respuesta en el detector, la otra razón menos probable es la 

de problemas de extracción, ya que se probaron diferentes formas de agitación, diferentes 

disolventes, etc, El problema se resolvió adicionando placebo a la solución estándar, lográndose un 

método cuantitativo. 

El análisis fue a través de la técnica de supresión iónica a pI-! de 3 5 en la fase móvil En la 

preparación de las muestras se utiliza una mezcla de sales de fosfatos con la cual se obtiene un pH 

de 7, para poder solubilizar el acido Jolico (figura 21) 
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4. VAUDACION DE LOS METODOS 

Las pruebas de validación de los métodos analíticos indicadas en las tablas XVII a XXlll, 

perniiticron demostrar que cuentan con una adecuada linealidad de la rcsput!sta con respecto a la 

concentración para cada una de las vitaminas en cada uno de los métodos y en cada produclO, con 

ordenadas al origen, coeficientes de correlación y dctcrminaci¡'l1l que cumplen con los limites 

establecidos en la tabla VII. 

Los resultados muestran que existe linealidad dé los métodos para la cuantificación de las 

vitaminas con ordenadas al origen de aproximadamente cero, intervalos de confianza que incluyen al 

cero, pendientes cercanas a 1 con intervalos de confianza que incluyen a la unidad y valores 

absolutos para las pruebas de hipótesis menores que las de tablas 

Los coeficientes de correlación y de determinación rueron respectivamente mayores a 099 

Y O 98 lo cual cumple con los criterios de aceptación 

Con respecto a la exactitud, se obtuvieron promedios recuperados de aproximadamente el 

100% con intervalos de confianza que lo incluyen y valores para las pruebas de hipótesis menores 

que las de tablas, lo que demuestran la exactitud de los métodos 

Los valores de coeficiente de variación calculados para precisión de los metodos evaluada 

como, rcpetibilidad al 100% con 6 muestras, como repctibi!idad en todflS los placebos adicionados 

(1 g muestras) y como rcproducibilidad, fueron nwnores al :?: ) %. lo que se cnnsidera adecuado. va 

que se evaluaron productos vitamínicos cuantificando en algunos casos de manera simultanea 

dilcrenlcs principios acti\'os en formulaciones sumamente complejas 

La especificidad con respecto a los aditivos, se demostró a traves de los crolllalogramas de 

los placebos, en donde no se observa ningún pico con el mismo tiempo de retención de los activos 

que pudiera interferir en su cil3ntilicación 

Para el caso de la nicotinamida, cuando se cuantificó simultáneamente en la solución 

multivilamínica oral con minerales (producto A) utilizando una longitud de onda de 280 11m, se 

encontró solamente linealidad de! método en el intervalo de niveles de 80 a 1201% y no hasta 60% 
')() 



como cn los demás método!', 5in embargo, .se comideró adecuado para los fines quc se utilizará, ya 

que los limites de aceptación como producto terminado para los productos se encuentran 

generalmcnte en el intervalo dc 90 a 110% y, en ese intervalo, el método presentó una adecuada 

linealidad, el mismo comportamiento se encontró en la linealidad del sistema por lo que los valores 

utilizados para los cálculos fueron de 80 a 120% incluyendo un nivel adicional del J 10%, (tabla 

XVII) lo que corresponde a un intervalo entre 224 - 336 ~lglmL La razón por la cual se explica este 

compol ¡amiento, es la de haber cuantificado la Nicolinamida en ulla longitud de onda (280 nm) 

donde esta vitamina presenta baja absorción ultravioleta (ver espectro de absorción en figura 6), 

pero que se consideró adecuada debido a la alta concentración relativa de esta vitamina en los 

productos analizados. Otra razón para utilizar esta longitud de onda, fue por cuestión de la posible 

interferencia por aditivos de la formulación si se utilizaba una longitud de onda mas baja y, una 

tercera razón fue el bajo factor de respuesta que presenta esta vitamina en comparación con las otras 

presentes lo cual se compensa con su alta concentración (ver tabla VIII) 

El intervalo de linealidad de sistema para esta vitamina se amplió al trabajar a mayores 

concentraciones, como sucedió el caso de la solución inyectable con hierro (producto B), en donde 

se observó una linealidad adecuada en un intervalo más amplio (de 160 - 441 ~lglmL) (tabla XVIII) 

La linealidad para esta vitamina, no presentó ningún problema cuando se cuantificó de 

manera individual a una longitud de onda menor (275 nm) en la solución multivitamínica inyectable 

(producto C) cuyos resultados se muestran en la tabla XIX. 

La riboflavina-S-fosfato presentó una adecuada linealidad del sistema al evaluarla para la 

solución Illultivitamínica inyectable para uso veterinario (producto B), en el ilHervalo de 80-120% 

(tabla XVII) que equivale al intervalo de concentraciones entre 11-22 ~lglmL, pero no presenta una 

linealidad adecuada hasta un nivel del 40% 



IX. CONCLUSIONES 

La Cromatografía de Líquidos de Alta Resolución resultó ser una técnica sumamente útil en 

el desarrollo de métodos de análisis por fase inversa para los prodllcto~ vitamínicos, debido a que 

permitió la separación de las mezclas complejas que forman este tipo de formulaciones al poder 

utilizar una gran diversidad de fases móviles y aprovechando las diferencias en las propiedades que 

presentan las diferentes vitaminas, debidas a su estructura química tales como [a polaridad, 

solubilidad, pKa y absorción de luz, permitiendo, en algunos casos, el analisis simultáneo de varias 

vitaminas con un tratamiento mínimo de muestra, como en el caso de las soluciones, ya sea orales o 

inyectables para uso humano o veterinario, que requirieron simplemente dilución de la muestra 

Los métodos desarrollados y validados, resultaron ser lineales tanto para el sistema 

cromatográfíco, como para el método, así como exactos, precisos, reproducibles y especificos para 

poder ser utilizados en el control de calidad de estos productos. 

El análisis de vitaminas hidrosolubles por Cromatografía de Liquidas de Alta Resolución 

en los productos utilizados, puede básicamente dividirse en tres palles la primera, se refiere al 

análisis de clorhidrato de tiamina, clorhidrato de piridoxina, nicotinamida y riboflavina-5-fosfato, 

las cuales pudieron analizarse simultáneamente en pl-l ácido utilizando la tecnica del par iónico al 

formarlo con alguna sal sódica del ácido alquilsulfónico, como el hexanosulfonato de sodio, 

heptanosulfonato de sodio y octanosulronato de sodio, que son de los que mejores resultados dieron 

en este tipo de separaciones. Fue necesario también el ajuste de las proporciones de agua, metanol y 

acetonitrilo para optimizar la separación 

Para el ácido fólico su cuantificación se centró en aLllllcntélr su solubilidad utilizando 

soluciones de fosfato de potasio lllonobásico en la preparación de las muestras y emplear una tccnica 

de supresión de la ionización 



Para la cianocobalamina, la técnica utilizada para su análisis fue la de supresión iónica a un 

pH de 6 

En la solución oral con minerales, fue posible el análisis sImultáneo de cuatro vitaminas, 

entre ellas la riboflavina-5-fosfato, sin embargo, la presencia de citrato férrico en la solución 

inyectable requirió de un método individual para esta vitamina. En las gotas y solución oral, también 

fue posible la utilización de un método simultáneo para cuantificar nicotinamida y piridoxina y en la 

solución inyectable con aminoácidos se cuantificó individualmente tanto la nicotinamida como la 

riboflavi na-5-fosfato 

En los sólidos orales se cuantificaron individualmente tanto el ácido fólico como la 

cianocobalamina 

El procedimiento seguido para el desarrollo o adaptación de los métodos de analisis de 

vitaminas hidrosolubles en los productos analizados, fue básicamente el mismo, por lo que puede 

generalizarse de acuerdo al procedimiento descrito en el anexo I y pudiera ser aplicable también al 

desarrollo de Otros métodos de análisis para otros principIos activos en productos farmacéuticos 

Como en todo sistema cromatográfico, la parte determinante en la separación fue la 

columna, la cual en el análisis simultáneo, requirió tener la longitud adecuada (mínimo 25 cm) para 

lograr la separación, pero sin alargar innecesariamente el tiempo de analisis y un tamaño de partícula 

adecuado (minimo 5 micn'ls) 



X. PROPUESTAS 

No se descarta la posibilidad de mejora de los métodos al optimizar aún mas la longitud de 

onda para el análisis simultáneo a una sola longitud de onda, o utilizar la posibilidad que brindan los 

actuales detectores ultravioleta de arreglo de diodos de leer simultáneamente a todas las longitudes 

de onda del espectro para poder cuantificar cada vitamina a su rnaximo de absorción y mejorar la 

exactitud y precisión de los métodos asi como del uso de gradiente para el analisis simultáneo de un 

mayor numero de vitaminas. 

Para el análisis simultáneo del clorhidrato de tiamina, nicotinamida, clorhidrato de 

piridoxina y riboflavina, se sugiere utilizar una longitud de onda de 275 nm para mejorar el intervalo 

de linealidad para la nicotinamida ya que 280 nm, se encuentra cerca de su mínimo de absorción. 

Las vitaminas absorben bien a longitudes de onda cercanas a los 200 11m, sin embargo, no 

es recomendable utilizar esas longitudes de onda, debido a que existe mayor posibilidad de 

encontrar interferencia en la valoración, ya que un numero mayor de compuestos pueden presentar 

absorción ultravioleta a longitudes de onda bajas. 

Alguna posibilidad no probada en este estudio. es la L1tllizacion de la extracción en rase 

sólida para concentrar la muestra y, al mismo tiempo, eliminar aditi\·os y otras posibles 

interferencias en el análisis de vitamina Bl2 que se encuentra en cantidades muy pequeñas en las 

formulaciones multivitaminicas El uso de este tipo de extracción podria aplicarse también a la 

purificación de la mueStra para eliminar aditivos que pudieran illlerferir en la cuantificación de las 

OUas vitaminas y para no saturar la columna de compuestos que no requieren análisis 

Existe también la posibilidad de análisis de la cianocobalamina a tra\·cs de la formación de 

un par iónico a un pH ácido, menor a su pKa que es de :; -' 
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Es importante incluir también en la validación de los métodos analíticos la adecuación del 

sistema cromalOgráfico y establecer los valores mínimos para la eficiencia de la columna, la 

resolución, factor de coleo y la precisión entre inyecciones repetidas para asegurar que el análisis se 

efectúe siempre bajo las mismas condiciones así como considerar los excesos de vitaminas que 

generalmente se incluyen en los productos Illultivitamínicos 

Otros aspectos importantes acerca de la validación, lo constituye la evaluación de la 

estabilidad de la muestra y la tolerancia del sistema. 

Los principios empleados en este estudio para el análisis de vitaminas hidrosolublcs por 

Cromatografia de Líquidos de Alta Resolución no solo podrian aplicarse al ami lisis de otros 

vitamínicos, sino tambien al análisis farmacéutico de otros productos con otros fármacos, ya que 

practicamente el 80% de los principios activos, son bases débiles, algunos otros son ácidos débiles y 

tendrán un comportamiento similar a las vitaminas 
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XI. ANEXOS 

ANEXO I 

PROCEI)IMIENTO SUGERIIlO PARA EL DESARROLLO DE M¡'TOnOS 

ANALiTlCOS PARA VITAMINAS IIIDROSOLUIlLES. 

Se considera que en el análisis de vitaminas hidrosolubles, siempre será necesaria la 

adaptación parcial o total del método a una formulación específica, debido a la complejidad que 

generalmente presentan ya sea por su forma farmacéutica, el número y lipo de vitaminas presentes 

en la formulación, los aditivos y otros posibles principios activos y, por lo tanto, se requerirá 

también la validación respectiva. 

Las soluciones son las que generalmente menor tratamiento de muestra requieren, sin 

embargo, son las que mayor número de problemas de interferencia en el análisis suelen presentar 

debido a la gran cantidad de aditivos que incluyen, como los conservadores, antioxidantes. 

colorantes, edulcorantes y saborizantes. Las formas farmacéuticas sólidas tienden a tener menor 

canudad de aditivos y generalmente no presentan absorción ultra\'iolelíl, In que simplifica en parte el 

establecimiento de los sistemas cromatográticos que separen las vitaminas en forma especifica 

Con base en la metodología seguida para el análisis de diferentes productos vitamínicos. se 

sugiere el siguiente procedimiento para el desarrollo de métodos analíticos, lo que constituye una 

propuesta a la sistematización en el desarrollo de metodos analíticos, lema sobre el cual puede 

considerarse que existe poca bibliografia 

Se consideran básicamente cuatro partes en el desarrollo de los métodos ademas de la 

re\ isioll bibliográfica 
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A) Pruebas preliminares 

13) Desarrollo del sistema cromatográfico 

C) Desarrollo de los métodos 

D) Validación 

1. Investigación Bihliográfica. Llevar a cabo una revisión bibliográfica, con la finalidad de 

conocer las propiedades fisicas y químicas del (los) fármaco (s), en particular sus características de 

a. Solubilidad. La cual constituye una propiedad de suma importancia para elegir el 

disolvente mas apropiado que se utilizará, ya sea en la preparación de los estándares de 

referencia, de las muestras, o en la posible extracción del activo de la base farmaccutica. 

Las características de solubilidad también pueden dar indicios del disolvente en la fase 

móvil que puede eluir al compuesto de interés. 

b. Propiedades ácidas ó básicas. Es importante en un desarrollo por Cromatografia de 

Líquidos de Alta Resolución, conocer las propiedades ácido-base y el pKa del fármaco a 

analizar, para determinar de antemano si se trabajará como un compuesto neutro, como 

un ácido o una base, y poder manejar las posibilidades de evitar su ionización (supresión 

iónica) o favorecerla (para formar un par iónico) durante la elección de la fase móvil en 

cromatografia de fase inversa, dependiendo del procedimiento de separación elegido. 

r. Propiedades de absolTión de 1117. 1II1raviolet:t-visible o caractrrisli{'as de 

lluol'escencia. Conocer estas propiedades constituye olla de las prioridades de 

investigación durante esta elapa del desarrollo de métodos analíticos, para determinar no 

sólo en que intervalo de longitud de onda es posible detectar al compuesto de interés, 

sino también conocer los máximos de absorción. Se sugiere iniciar las pruebas 

preliminares de desarrollo a esos máximos, pero posteriormente obtener un espectro 

utilizando la fase móvil propuesta para el análisis, para confirmar o ajustar si es necesario 

la longitud de onda de detección. Las propiedades de absorción son importantes debido a 

que el detector ultravioleta-visible es el de uso más común 
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d. Estabilidad frente ;1 re;lctivos específicos, a la luz. (' intcrarcioll(,s d('1 (los) 

principio (s) activo (s). La mayoría de las vitaminas se ven afectadas por la presencia de 

la luz, por lo que se trabajarán en material de baja transmitancia para evitar su 

degradación durante su análisis; por tal razón, es importanll! conocer [as propiedades de 

estabilidad de los fármacos de interes, para considerarlos durante la preparación de las 

muestras y evitar adema s ponerlos en contacto con reactivos que aceleren su 

descomposición. 

Es importante investigar los posibles productos de degradación y compuestos 

relacionados, o las posibilidades de quc el compuesto pueda hidrolizarse en medio 

ácido, básico o sufrir reacciones de oxido-reducción. Es necesario también conocer si 

el compuesto puede presentar isómeros. 

c. Referencias para su análisis cuantitativo. Es necesario invcstigar los metodos de 

analisis reportados en la bibliografia_ 

2. Elección de la técnica Analítica a utilizar. Después de la revisión detallada de la 

información recopilada, se elegirá la técnica considerando la factibilidad del equipo, reactivos, 

disolventes, características del fármaco, características de la formulación y la finalidad del método, 

ya sea para el control de calidad, estudio de estabilidad, dctcnninación de trazas, compuestos 

relacionados, estudio de disolución o limpieza de áreas o equipo de producción, para efectuar una 

<ldaptacion parcial o total de algún método analítico para el principio activo en el producto de interés 

o desarrollar un sistema nuevo si es necesario 

3. Pruebas preliminares. Es conveniente en esta etapa evaluar las características de 

solubilidad del principio activo en los disolventes mas comunes como etanol, metanol, acetonitrilo, 

cloroformo yagua Se sugiere tambien efectuar el espectro de absorción ultravioleta-visible en el o 

los disolventes que probablemente se usaran en el análisis y, posteriormente, en la fase mó\'il 

propuesta para cuantificar el fármaco a su máximo de absorción, para el caso de las vitaminas. la 

elección de la longitud de onda, dependerá de las que se encuentren presentes en la formulación y de 

sus concentraciones 



La concentración a la que se trabajará inicialmente será la reportada en la bibliografía y el 

objetivo inicial será reproducir el método elegido y efectuar las ajustes necesarios a las condiciones 

de análisis con base en los resultados y observaciones obtenidas. Si se considera conveniellte se 

debera evaluar el efecto del pH en la retención o separación de los componentes y el efecto en la 

composición de la fase móvil 

4. Desarrollo del Sistema. No se puede hablar de una división total entre esta etapa y la 

anterior, pero en esta se sugiere trabajar básicamente COIl los fármacos puros hasta encontrar las 

condiciones óptimas para la separación y la posibilidad de análisis de los fármacos En el caso de los 

métodos por Cromatografia de Líquidos de Alta Resolución, al concluir esta ctapa se deberá tener 

definida la longitud de onda óptima del detector, composición y pH de la fase móvil, velocidad de 

flujo características de la columna, (empaque, longitud, tamaño de partícula, diámetro interno etc.), 

hasta lograr un tiempo de retención adecuado que dependerá del número de vitaminas presentes en 

la formulación, o hasta lograr una resolución adecuada entre los compuestos de interes si se trata de 

un producto con mas de 1 principio activo. 

Generalmente, los aditivos farmacéuticos y los productos de degradación tienen tiempos de 

retención menores a los del fármaco, por lo que no se recomienda tener tiempos de retención cortos 

en el desarrollo del sistema. 

Para el caso particular de las vitaminas, se sugIere iniciar las pruebas de separación 

utilizando hexanosulfonato de sodio en una concentración O OOSM en 

agua lIldanol acetonitnlo acido acético en la proporción (75 20 5 1) y, dependiendo de las vitaminas 

que se requieran separar, ajustar la proporción de metanol, modificando también la del agua, pero 

manteniendo constante la proporción de acctonitrilo. El ajuste se efectuara hasta obtener una 

separación adecuada de las vitaminas que se retienen poco en estos sistemas (riboflavina, 

nicotinamida), posteriormente se determinara la conveniencia de modificar la cadena 

hidrocarbonada de la sal del ácido alquilsulfónico Es necesario considerar también el no alargar 

innecesariamente el tiempo de análisis 

5. Desarrollo dell\1étodo. En esta etapa además de trabajar con el principio activo puro, se 

trabajará con el placebo y placebos adicionados, El objetivo es establecer las condiciones óptimas 
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para el tratamiento previo de la muestra antes de la utilización de alguna técnica instrumental que 

permita la cuantificación del fármaco. Se eligini el disolvente adecuado que disuelva {l e;.;traiga el 

pnnclplo activo de la rormulación, el tipo y tiempo de agitación. la cantidad de muestra que se 

utilizará, la rorma y grado de dilución de la muestra En algunas, será conveniente adicionar 

volumetricamente el disolvente en lugar de prepararlas en matraces volumétricos y llevar a volumen, 

sobre todo cuando la cantidad de muestra es grande y se trata de un sólido, se e\igirá el uso de 

decantación, filtración o centrifugación para separar algunos aditivos insolubles, ~e establecerá el 

tipo de papel filtro a utilizar y el tipo de membrana para filtrar la muestras para Cromatogratia de 

Líquidos ya que algunos fármacos tienden a adsorberse en algunos materiales de la membrana e 

inclusos en el papel filtro. Se estableceni la velocidad y tiempo de centrifugación Cuando el 

disolvente es muy volátil, las muestras tienden a concentrarse al intentar filtrar, esto se ha observado 

al utilizar metanol o acetonitrilo puros, por lo que lo más recomendable en estos casos, es 

centrifugar en recipientes cerrados. Si se requiere, se determinará la conveniencia de calentar la 

muestra y será necesario establecer la temperatura y tiempo óptimo de calentamiento Se requerirá 

demostrar también que el placebo no interfiere en la cuantificación, para lo cual se tratará el placebo 

de acuerdo con el procedimiento que se ha determinado previamente y no deberá dar respuesta, o 

esta no deberá interferir con la cuantificación del activo El tratamiento de la muestra deberá ser el 

ideal para extraer cuantitativamente el acti\'o de la formulación, lo cual se c\'alúa a partir dc 

placebos adicionados, cuantificando el % de recobro 

Para el caso de las vitaminas, los disolventes más adecuados son el agua, metanol y 

preferentemente mezclas de estos dos disolventes, algunas veces con pequeñas proporciones de 

act.:tonilrilo o ácido acético, que puede llegar él ser un cons!ituyellte de la Case mó\il 

Solamente el ácido fólico requiere de un disolvente diferente debido a su baja solubilidad 

en agua, pero pueden utilizarse soluciones acuosas alcalinas, como una solución de fosfato de 

potasio dibásico al 3% 

Si la forma farmacéutica es líquida, la preparación consiste solamente en diluir la muestra 

convenientemente en el disolvente adecuado, si se trata de un sólido. lo más recomendable es 

centrifugar para evitar al máximo la exposición de las vitaminas a la luz, el aire y la evaporación de 
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disolvente, para el caso de la cianocobalamina se recomienda filtrar directamente a través de la 

membrana de 0.45 micras después de su extracción de la formulación 

6. Validación. En esta etapa se confirma o establece si las condiciones elegidas para el 

sistema cromatográfico y la forma de tratar las muestra son las más adecuadas o se requieren 

efectuar ajustes para lograr métodos cuantitativos que cumplan con los requerimientos establecidos. 

Después del desarrollo del método es necesario determinar a través de pruebas en el 

laboratorio, que el sistema y la metodología propuesta para el análisis del producto son las 

adecuadas para el propósito para el que se diseño el método y que este es capaz de evaluar el o los 

principios activos; es decir, se reta o evalúa el método, propuesto y se afinan o efectúan los cambios 

necesarios para lograr un método exacto, preciso y específico. En esta etapa es posible, si así se 

considera necesario, optimizar las condiciones del sistema y del método Tal vez se requieran 

cambios en la composición de la fase móvil para lograr la especificidad en estabilidad, ya que con 

respecto a los excipientes se efectúa en la etapa anterior, o cambios en la concentración del activo 

hasta encontrar un intervalo en el cual el (los) farmaco (s) de interés presenten una respuesta lineal 

con respecto a la concentración, la cual cuando se trata de multifármacos pudiera lograrse con un 

cambio en la longitud de onda 

También es posible optimizar la forma de tratamiento de la muestra durante la linealidad 

del método, para lograr un % recuperado adecuado a partir de los placebos adicionados. 

Para la validación de métodos analíticos puede seguirse el procedimiento general siguiente 

LINEALIDAD DEL SISTEMA. Evaluarla analizando soluciones preparadas a panir de 

soluciones patrón de los estandares de referencia a 5 concentraciones diferentes cada una de las 

vitaminas de interés Los niveles evaluados corresponderán al 40, 60, 80, 100 Y 120% o un nivel 

mayor de la concentración determinada corno el 100% durante las pruebas preliminares, desarrollo 

del sistema y durante el desarrollo del método. Preparar 6 soluciones para el nivel correspondiente 

al 100% Y J para las concentraciones correspondientes a los otros niveles. Calcular la ordenada al 

origen y efectuar la prueba de hipótesis para la ordenada al origen, calcular el coeficiente de 

variación para los valores al 100% para evaluar la precisión (repctibilidad) a este nivel Se establece 
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como límite de aceptación un coeficiente de variación menor al 2 0% para [a precisión considerando 

la complejidad de las formulaciones y la dificultad que suele presentar el análisis de vitaminas y 

más cuando se analizan simultáneamente. Calcular también el coeficiente de correlación y el 

coeficiente de determinación. Los criterios de aceptación sugeridos se muestran en la tabla VII 

ESPECIFICIDAD. Evaluarla a partir de[ tratamiento de un placebo preparado de la misma 

manera que una muestra e inyectado al cromatógrafo a las mismas condiciones establecidas en e[ 

método, para comprobar que no existe ningún componente en la formulación con el mismo tiempo 

de retención que alguno de los principios activos analizados que pudiera interferir en su 

cuantificación. En caso de efectuar cspecificidad en estabilidad, preparar soluciones acuosas de 

vitaminas, placebos y placebos adiciona~os, someterlos al efecto de la luz, calor y temperatura en 

medio acido, básico y oxidativo, para degradarlas y analizar de acuerdo al método propuesto Para 

el medio ácido ajustar el pH entre 2-3 con una solución de ácido clorhídrico, para el medio básico 

ajustar el pH entre 10-11 con una solución de hidróxido de sodio, y para el medio oxidativo 

adicionar 0.5 mI... de una solución de peróxido de hidrógeno al 30%, colocar las soluciones así 

preparadas en una estufa a una temperatura cntre 35°C y 40°C por un tiempo aproximado de 3 días 

o a las condiciones suficientes para degradar las vitaminas. Posteriormente neutralizar las muestras. 

diluir cuantitativamente de acuerdo al método establecido e inyectar al cromatógrafo de liquidas a 

las condiciones establecidas para cada método analítico. 

LINEALIDAD DEL METODO. Evaluar analizando placebos adicionados con cantidades 

perfeC!cllllcnte conocidas de cada uno de los analítos Utilizar cantidades de placebo equivalentes a 

la canwlad de muestra sugerida por el metodo establecido con anteritJridad y adicionar alícuotas a 

partir de una solución patrón conteniendo las vitaminas a evaluar Las concentraciones 

corresponderán al 60, 80, 100, liD Y 120 % o un nivel mayor de la cantidad etiquetada Analizar 

cada nivel de concentración de manera independiente y por triplicado, a excepción del nivel de 

100% que se evaluará por sextuplicado Utiliz.ar el método de análisis propuesto con anterioridad y 

hacer 1<1 gniflca de los miligramos adicionados contra los miligramos recuperados calculando los 

parámetros de la tabla VII El coeficiente de variación del 2.5% se establece para la precisión 

(repetibilidad, reproducibilidad), debido a la complejidad de las formulaciones y a la dificultad que 

suele presentar el análisis de vitaminas y más cuando se analizan simultáneamente, por otra parte, 

esta variación es justificable si se consideran los tiempos de análisis cortos y la especificidad 
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posible de lograr con esta técnica permitiendo poco tratamiento a la muestra además de ser aún 

mayor la precisión que con los métodos microbiol6gicos descritos en las farmacopeas 

EXACTITUD Evaluar con los mismos resultados de la linealidad del método pero 

expresando los miligramos recuperados como porciento recuperado y calcular el promedio 

recuperado de los 18 datos obtenidos efectuar la prueba de hipótesis para el promedio recuperado y 

calcular el intervalo de confianza 

PRECISION. Evaluarla como repetibilidad y como reproducibilidad 

Repetihilidad Calcular del coeficiente de variación del porciento recuperado en los 18 

datos obtenidos en la linealidad del método. Calcular también el coeficiente de variación para los 6 

valores correspondientes al nivel del 100% para evaluar la precisión a este nivel 

Reprodllcihilidad Evaluarla analizando por triplicado un lote del producto terminado de 

producción o piloto por dos analistas en dos días diferentes y calcular el coeficiente de variación 

total 

En la figura 22 se esquematizan las fases de la validación de los métodos analíticos. 
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FICURA 22. Diagrama para la validación de los métodos analíticos por (LAR 
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ANEXO 2 

GIlAFICAS DE LINEALIDAD OIlTENIIlAS PAilA CADA PIlINCIPIO ACTIVO EN 
CADA PRODUCTO. 

PRODUCTO A: LINEALIDAD DEL METODO PARA LA NICOTINAMIDA EN SOLUCION ORAL 
USO VETERINARIO 
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FIGURA 23. Linealidad dcllllétodo en el análisis simultaneo de Rihofla\'ina, 
Nicotinamida, Piridoxina y Tiamina en solución multi\'itamínica onll con minerales. 
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PROllUCTO A: Lli\E.-\LlDAD DEL MI~TODO PARA PIRIDOXI~A y TIAMINA EN SOJ.lJCJON 

ORAL USO VETERI\.'RIO 

CLOOHmATO CE PlRlCOXlNA. 
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FICURA 2~. l.inealidad del nll~todo en el análisis simultilneo de Riboflavina, 
Nicotinllmida. Piridoxina y ,(,iamina en solución OIultivitamínica oral con minC'"llles. 
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I'llODUCTO B, LINEALIDAD DEL METODO PARA NICOTINAMIDA y PIRIIlOXINA EN 
SOLUCION INYECTABLE PARA USO VETERINARIO 

NlCOTItw>.M[}O. 

"" 
53J 

~ 
o 
~481 
'" w 
~ 

il43J 

i:j 
"" 3JJ 

3J 

:ga; 
o 
~ 

'" w 
~ 

il22 
w 

'" ~ 
E 

18 

14 

14 18 22 3J 

rrg ACl aCN.t>.DOS 

FIGURA 25. Linealidad del método en el análisis simultáneo de Nicotinamida, 
Pil"idoxina y Tiamina en solución multivitaminica inyectable con hielTo. 
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PRODUCTO B: LINEALIDAD llE LOS METOllOS PARA CLORHIDRATO DE TIMIINA Y 
RIIlOFLAVINA EN SOLUCION INYECTABLE PARA USO VE"ITRINARIO 
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FIGURA 26. Linealidad del método en el análisis simultáneo de Nicotinamida. 
Pi.-idoxina y Tiamina en solución multivitamínica inyectable con hierro. 
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FIGURA 27. Linealidad del método para Ribonavina-5-fosfato en solución 
Illultivilaminica inyectable eOIl hierro (valoración individuaL) 
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PRODUCTO C: SOLUCION INYECTABLE PARA USO VETERINARIO 
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fo'IGURA 28. Linealidad de los métodos para el análisis de Nicotinamida y RiboOa\'ina
S-fosfato en solución multivitaminica inyectable con aminoácidos (métodos 

independientes) 
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PRODUCTO !l: GOTAS ORALES PARA ¡;SO HUMANO 

~CRATO a: PoRlOOXlNA 
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FIGURA 29. Line:llidad del mctodo para él nnálisis simultaneo del Clorhidrato de 
Tiamina y Piridoxina en gotas multi"italllinicas orales. 
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PRODUCTO E: SOLUCION ORAL PARA USO HUivtANO 

CLrnHORATO a:. PlRlOOXlNA 
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FIGURA 30. Linealidad del metodo para el análisis simultáneo de Clorhidrato de 
Tiamina y Clorhidrato de Piridoxina en solución multivitamínica oral. 
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I'ROIlUCTO F: CAPSULAS DE GELATINA DURA PARA USO HUMANO 
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FIGURA31. Linealidad de los métodos panl el allll.lisis de Acido fólico y 
Cianocobalamina en cápsulas de gelatina dura (métodos independientes) 
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PRODUCTO C, TABLETAS PARA USO HUMANO 
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FIGUI~A 32. Linealidad del método para Acido fólico en tabletas (análisis individual). 

119 



XII. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 

Hoover E Rcmington's pharmaceutical scienccs 15th Ed PClll1sylvania Mad Publishing 
Company, 1975. p 938-964 

2 MofTal A. Clarkc's isolation and identification of drugs. 2nd. Ed London The 
Pharmaeeutieal Prcss; 1986. p. 160-201,360, 496,633,669,807,949,959,1014-1015 

J Dc Leenheer A. Lambert W. Modern Chromatographic analysis of vitamins 2nd Ed i\'ew 
York Mareel Deeker Ine; 1992 

4 Dalbacke J. Dahiquist 1. Deterinination of vitamin En in multivitamin in muhimineral 
tablets by high-performance ¡iquid chromatography aftcr salid-phase extraction 
Chromatogr. 1991: 541: 383-392 

5 Dong M. Tsunehiko J Factors affccting lhe ion-paír chromatography of water-soluble 
vitamins. J. Chromatogr. 1985: 442: 81-95, 

6 Frcnkel E High-Pcrfonnance ¡iquid chromatographic sepa ratio n 01' cobalamins J 
Cromatogr 1979: 171: 393-400 

7 Kirchmeier R. Upton R. Simultaneous detcrmination of niaein, niacinamide, pyridm:ine, 
thiamine and riboflavin in multivitamin blcnd by ion-pair high-prcssure ¡iquid 
ehromatography., J Pharm. Sei. 1978: 67 (10) 1444-1446 

S Paveenvampen e Liquid chromatography dctcrminatioll uf folie acid in multivitamin 
prcparation. J I'harm. Sei 1986· 75: 1192·1194 

9 Pellerin F, Dumitrcseu D Dosagc des vitamins lipa el hydrosolublc dans les prcparalions 
polyvitaminees par ehromatographie liquide haute performance Talanta 1980· 27 (3) 243-
251 

10 Reusch J., Amin M. High-performanec liquid chromatography af \vater-soluble vitamins 
par simultaneous determination of vitamins B I,B2, B6, 1312 Y e, nicotinamicte, and folie 
acid in capsule preparations by ion-paír rcvcrscd-phasc high-performance ¡¡quid 
ehrornatography The Analyst 1987: 112: 989-991 

II Shustcr R. HI'LC of pharmaceutical products vitamins application note AN 132-6 Hewlclt 
Packard 

12 Rache Vitamins and lood chcmicals division, department 01' human nUlrilion and hcalth 
pharma industry llnit Analytical proecdures for the delermination of vitamins ;n 
1l1ult;vitamin prcparalions, Products Raehe S A. de e v ,Mexico D,F. 

¡20 



13 The United States Phannacopoeia & National Formulary USP 24, NF 19 Philadelphia 
National Publishing 1999 p 1914-1926, 2149-2152, 480, 1851. 2329-2380 

14 Secretaria de Salud Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos 7" ed Mexico 
Publicaciones e Impresiones de Calidad, 2000. p 226,405, 1712 

15 Dcpartment of health and social serviccs for Northcrn Irc\:-IIld .British Pharmacopocia 
Unitcd Kingdolll HMSO; 1993. p. 565 

16. Helrich K. Oflicial mcthods of analysis (lf thc association of oflicial analytical chemists_ 
15th. ed. Arlington Virginia: Association of oflicial analytical chcmists, Ine, 1990. vol. 11: 
p.1045-1106 

17 Wi1\s R. Shaw C Day W. Analysis of water-soluble vitamins by high pressure liquid 
ehromatography J Cromatogr. Sei. 1977. 15: 262-266 

18 Florey K. Analytical profiles of Drug Substanccs New York' Acadcmic Press, 1981 vol. 
10. p.182-288, vol. 13. p. 447-485 vol. 18 p. 413-458 vol. 19. p 221-259, 429-476voI45. 
P 45-79. 

19 DcRitter E Vitamins in pharmaccutical formulations 1. Pharm Sci 1982; 71 (lO) 1073-
1095. 

20 Btihler V. Vadelllccum for vitamin formulations 2nd cd Germany Wissenschafliche 
verlagsgesellschaft GmbH; 2001 p 7-127 

21 Budavari S. O'Ncil M.Smith A Hcckc\man P.Kinncary J The mcrck indcx and 
encyc\opedia ofchemicals, drugs and biologicals. 12 cd lJS.A: Merck & Co, Illc; 1996. P 
867-868,4253,6571,7149,8164,8366,9429,10151, 

21 Zweig G Sherma J Handbook of chromatography general data and principIes United 
Slates eRe Press, Inc, 1985 voll!. P 1-89 

23 Abbott D. Andrews R. Introducción a la cromatografía 2nd ed. España Alhambra, 1983 
p 1-25 

24 Snyder LL Kirkland 1 Glajch 1. Practical hplc method developmcnt 2nd Ed New York 
John Wilcy and Son s Inc; 1997. pi-56, 100-230 

25 Egan H Mcthods ol'analysis and analysis ormethods J 01' AOAC 1977 60260-267 

26 International Conference on Harmonization of Technical Rcquircmenls for Regislration of 
Pharm8ceutical for Human Use Validation of analytical proccdurcs: mcthodology ICH 
Harmonized Tripartitc Guideline.1996. 

121 



27 Secretaria de Salud, Colegio Nacional de Q.F,g Validación de Métodos Analíticos Guí¡:¡s 
oficiales 

28 Marques M. J. Probabilidad y estadística para ciencias químico biológicas iv1C:-.:ico 
McGraw- Hilllnteramericana de Mé;.(ico, 1991 

29 Hokanson e G A lit'c cycle approach 10 Ihe validation 01' analytical mcthods during 
phannaceutical product development Pan I Ihe inilial melhod valid¡Hion proccss Pharm 
Tceh 1994 118-130. 

30 Hokanson e G Alife cycle approach lo the validation 01' analylical mcthods during 
pharmaceutical product development, Pan 1I changes and lhe need for additional 
validation Pharm. Teeh 1994 92-100 

31 Inman E L General method validation guidelines for pharmaceutical Samples 
Chromatogr Sei 1987: 25: 252-256. 

32 Guerra J. Validation of analytical mClhods by FDA labaratories pan I and pan 1I Pharm 
Tceh. 1986: 10 74-84. 

t22 


	Portada 
	Índice General
	I. Introducción
	II. Fundamento Teórico 
	III. Planteamiento del Problema  
	IV. Objetivos
	V. Hipótesis  
	VI. Metodología  
	VII. Resultados 
	VIII. Análisis de Resultados 
	IX. Conclusiones
	X. Propuestas
	xi. Anexos 
	XII. Referencias Bibliográficas 

