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Resumen: El presente trabajo describe el desarrollo, optimizacién y validacion de un método de
cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) de fase reversa acoplado con un detector ultravioleta
visible (UV-VIS) mediante la técnica de par idnico conjugado (PIC), para la cuantificacion de acido
ascorbico, tiamina, riboflavina, nicotinamida y piridoxina en un jarabe multivitaminico. Se utilizé una
columna LiChrospher® 100 RP-18 (125 x 4,6 mm, 5 um). La deteccién UV se realizé con gradiente
de 0,0-6,0 min a 267 nm, 6,1-12,0 min a 290 nm, 12,1-18 min a 248 nm, y de 18,1-24 min a 340 nm. La
fase movil consistié en un buffer PIC 7 pH 2,0, metanol y acetonitrilo usando el gradiente: 0-16 min
(80:17,5:2,5), 16-21 min (17,5:80:2,5), y 21-24 min (80:17,5:2,5). El flujo fue de 1 mL/min a 35 °C. El
volumen de inyeccion de la muestra fue de 10 pl. Después del desarrollo y optimizaciéon del método
se procedio a validarlo, de acuerdo a los parametros establecidos en el libro de validacién de métodos
analitos de la Asociacion Espafola de Farmacéuticos en la Industria (AEFI), demostrando ser selectivo
con un porcentaje de discrepancia menor al 3,5 %, lineal (r > 0,998), preciso (RSD < 1,8247), exacto
(recuperacion del 97,3 % para acido ascorbico, 98,4 % para tiamina, 99,9 % para riboflavina, 97,9 % para
nicotinamida y 99,0 % para piridoxina), idéneo y robusto. De acuerdo con estos resultados, se demostro
que el método analitico desarrollado, optimizado y validado es apropiado para la identificacion y
cuantificacion de vitaminas hidrosolubles en una forma farmacéutica liquida y puede ser aplicado
para el control de rutina en el laboratorio.

Abstract: This work describes the development, optimization and validation of a reversed phase high-
performance liquid chromatography (HPLC) method coupled with an ultraviolet visible detector
(UV-VIS) by means of the conjugated ion pair technique (CIP), for the quantification of ascorbic acid,
thiamine, riboflavin, nicotinamide and pyridoxine in combined standard and loaded placebo. A
LiChrospher® 100 RP-18 column (125 x 4,6 mm, 5 um) was used. UV detection was performed with a
gradient of 0,0-6,0 min at 267 nm, 6,1-12,0 min at 290 nm, 12,1-18 min at 248 nm, and 18,1-24 min at 340
nm. The mobile phase consisted of a CIP 7 buffer pH 2,0, methanol and acetonitrile using the gradient:
0-16 min (80:17,5:2,5), 16-21 min (17,5:80:2,5), and 21-24 min (80:17,5:2,5). The flow was 1 mL/min at
35 °C. The injection volume of the sample was 10 ul. After the development and optimization of the
method, it was validated, according to the parameters established in the book of validation of analyte
methods of the Spanish Association of Pharmacists in Industry (AEFI), proving to be selective with a
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percentage of discrepancy less than 3,4 %, linear (r > 0,998), precise (RSD < 1,8), accurate (recovery of
97,3 % for ascorbic acid, 98,4 % for thiamine, 99,9 % for riboflavin, 97,9 % for nicotinamide and 99,0 %
for pyridoxine), suitable and robust. According to these results, it was demonstrated that the analytical

method developed, optimized and validated is appropriate for the identification and quantification of
water-soluble vitamins in a liquid pharmaceutical form and can be applied for routine control in the

laboratory.

Palabras clave: Par iénico, Cromatografia, Validacién, Método Analitico, Multivitaminas. Keywords:

Ion pair, Chromatography, Validation, Analytical Method, Multivitamin.

1. Introduccion

Los suplementos dietéticos pueden incluir mi-
nerales, vitaminas, enzimas, aminoacidos y hier-
bas; ademas, se presentan en diversas formas
farmacéuticas con el fin de que el organismo
obtenga lo necesario para su correcto funciona-
miento [1, 2].

En la Farmacopea de Estados Unidos (USP) no
se describe un método analitico tinico para la
determinacion de varias vitaminas en un suple-
mento dietético. Debido a ello, se presenta la ne-
cesidad de desarrollar un método que permita
identificar y cuantificar estos componentes en
un jarabe multivitaminico.

La industria farmacéutica maneja altos estanda-
res de calidad asegurando que el producto que
llega al paciente sea seguro y eficaz. Esto conlle-
va métodos de validacion en varios procesos en-
tre las cuales estan las metodologias analiticas.
La validacion de dichos procesos es considerado
vital al mantener la calidad en los productos far-
macéuticos [3, 4].

Tras la importancia mencionada anteriormente,
el presente trabajo permitird verificar que los

Tabla 1. Requerimientos para efectuar la validacion.

datos obtenidos durante los analisis de control
de calidad del jarabe multivitaminico cumplan
con las especificaciones requeridas, mediante
su analisis por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiencia (HPLC). El uso de HPLC como méto-
do analitico para la cuantificacion de vitaminas
hidrosolubles se justifica por su elevada sensi-
bilidad, facil adaptacion a las determinaciones
cuantitativas exactas, su idoneidad para la sepa-
racion de especies no volatiles o termolabiles y,
sobre todo, por su gran aplicabilidad a sustan-
cias que son de primordial interés en la indus-
tria, en muchos campos de la ciencia y la socie-
dad en general [5-7].

El método analitico ha de demostrar selectivi-
dad, exactitud, precisién, linealidad y rango,
segun lo establecido por la Asociacién Espafio-
la de Farmacéuticos en la Industria (AEFI) y asi
garantizar la fiabilidad de los datos sometidos a
las condiciones establecidas en la validacién [3].

2. Materiales y métodos

2.1. Instrumental y Reactivos

Los equipos, solventes y reactivos utilizados se
detallan en la Tabla 1.
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EQUIPOS/INSTRUMENTOS
Modelo Equipo Fecha de
Equipo / Instrumento Marca Ne Ne Serie | Cdédigo cal(ilﬁcg do Gltima cali-
bracion
Balanza Analitica Sartorius BP2105 | 70804614 E(—)C621C : Cumple | Febrero 2019
Pipeta electronica Brand Ha{;clljys- 17E55612 E(-)(;g- Cumple | Febrero 2019
. L VWR Scientific E-CC-
Agitador ultrasénico Products 75T 17E55612 004 NA NA
Sorbona WEMALabo- | | | . Cumple NA
reinrichtungen
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pH-metro Mettler Toledo Eg:;e;H ————————————— Cumple Febrero 2019
Conductimetro Mettler Toledo S?tr;dsg(;(l)_ ------------- Cumple | Febrero 2019
HPLC (Cromatdgrafo Li- CRO-
. rato - HITACHI MASTER | 1549043 Cumple Febrero 2019
quido de Alta Eficiencia) VWR
hidad HITACHI | CM5160 | 1533-009 Cumple | Febrero 2019
g | Ao
9 Pt) HITACHI CM5260 1533-020 006 Febrero 2019
o omues- Cumple
&) treador) P
S Horno-C
= T =07 | HITACHI | CMB310 | 1552016 Cumple | Febrero 2019
umna
Detector | HITACHI | CM5420 | 1527012 Cumple | Febrero 2019
ESTANDARES DE REFERENCIA
, _ o, - i-
Estandar de Lote % Pure Proveedor ’o Hume- | Fecha de Expi
Referencia za dad racion
Clorhidrato Gilbert Strategic
de tiamina Y01201905022 101,9 % Partenering S.A. NA 05/mayo/2022
Riboflavina SLL/R/0619039 101,19 | pibertStrategle | np 30/abril/2021
artenering S.A.
L . o Gilbert Strategic 08/diciem-
Nicotinamida RNM221812023 98,4 % Partenering S.A. NA bre/2021
Piridoxina PH18036120 1008% | ShbertStrategic | Na | 28/marzo/2022
artenering S.A.
Acido o S 17/septiem-
ascorbico 1909L8-CO1 102,0 % Serviquimika S.A. NA bre/2022
COMPOSICION DE PLACEBO
Excipientes Lote Proveedor Fecha de Expi-
racion
EDTA
o s 88485797V0 TOP TRADING CIA LTDA. 28/mayo0/2022
disodica
Be“sz(fdait(‘)’ de 1908V2 RESIQUIM S.A. 17/febrero/2022
Glicerina GR902A2006130200 DISAN ECUADOR S.A. 13/diciem-
bre/2021
xfr‘l’t‘:;a 2546114 RESIQUIM S.A. 03/marz0/2023
Sucralosa 202005026 SERVIQUIMIKA S.A. 13/mayo/2023
Sorbitol USP 0001700730 DISAN ECUADRO S.A. 02/julio/2022
Tween 80 200330M095204 PROVEQUIM C.A. 30/marzo/2021
Esencia 05/noviem-
naranja fl. OP-010911 FLORASINTESIS CIA. LTDA bre/2021
apetitol
REACTIVOS
Reactivo / Estandar Marca / Proveedor Lote / F. Expiracion
. 1864530648
Acetonitrilo Grado HPLC Merck 30-Nov-2019
K46148063446
Metanol Merck 30-Nov-2019
.. . 54870452 742
Trietilamina Grado HPLC Merck 30-Nov-2019
Agua Grado HPLC <0,5 uS/cm NEO-FARMACO N/A
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Acido hexanosulfénico

Fisher Chemicals

168195
Abril/2023

Acido ortofosférico

1.00573.2500

Merck 31-Octubre-2021

2.2. Desarrollo del método analitico

En el desarrollo del método analitico, se tomo en
cuenta el pretratamiento de la muestra, seleccion
del método cromatografico, seleccion del detec-

tor, eleccion de las condiciones de separacion,
identificacion de principios activos, soluciéon de
problemas potenciales hasta llegar a las condi-
ciones Optimas descritas en la Tabla 2.

Tabla 2. Ensayos preliminares.

Prueba preliminar1 | Prueba preliminar 2 | Prueba preliminar 3 | Prueba preliminar4 | Método Final
Fase movil | Buffer pH 2.0:Meta- | Buffer pH 2.0:Meta- | Buffer pH 2.0:Meta- | Buffer pH 2.0:Meta- | Buffer pH 2.0:Meta-
nol nol:ACN nol:ACN nol:ACN nol:ACN
Gradiente (80:20) Tiempo A:B:C* Tiempo (min) A:B:C* | Tiempo A:B:C* Tiempo (min) A:B:C*
(72,5:20:7,5) 0-15 (80:17,5:2,5) | 0-15  (80:17,5:2,5) | Inicial (80:17,5:2,5)
15,1-60  (50:43,8:6,3) | 20-23  (17,5:80:2,5) |06 (80:17,5:2,5)
60,1-70  (80:17,5:2,5) | 27:30  (80:17,5:2,5) |16 (17,5:80:2,5)
18 (17,5:80:2,5)
21 (80:17,5:2,5)
24 (80:17,5:2,5)
Tiempo de | 20 min 60 min 70 min 30 min 24 min
ejecucion
Flujo 1 mL/min 1 mL/min 1 mL/min (isocratico) | 1 mL/min 1 mL/min
1,2 mL/min (gradi-
ente)
Temperatura | 35 °C 35°C 35°C 35°C 35°C
Volumen de | 10 uL 10 ulL 10 ulL 10 uL 10 uL.
inyeccion

* A: Buffer PIC 7 pH 2.0 B: Metanol y C: Acetonitrilo

Para la correcta separacion de las vitaminas, se
empled un cartucho cromatografico LiChros-
pher® 100 RP-18 (150 x 4,6 mm, 5 pm), a tempe-
ratura de 35 °C. La fase movil del sistema HPLC,
a un flujo de 1,0 mL/min, consistié en A: buffer
PIC 7 pH 2,0, B: Metanol y C: Acetonitrilo, en
donde el buffer se encontr6 conformado por
agua grado HPLC y acido heptano sulfénico 50
mM, que a su vez fue ajustado a pH 2,0 con aci-
do orto-fosforico.

Se utiliz6 un gradiente de varias etapas, co-
menzando en A:B:C con una composicién de
80:17,5:2,5 durante 16 min; a continuacién, se
realizé un cambio de gradiente a 17,5:80:2,5 res-
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pectivamente durante 5 min; y por dltimo, se
cambio a condiciones iniciales hasta alcanzar los
24 min.

Se empled un detector de matriz de fotodiodos;
sin embargo, la cuantificacion se realizo a dis-
tintas longitudes de onda maxima para cada vi-
tamina, presentando tiempos de retenciéon como
se expone en la Tabla 3. La identificacion de los
picos resueltos en las muestras se ha ejecutado
comparando sus espectros con los obtenidos de
las soluciones estandares [8].

El volumen de inyeccion fue de 10 uL. Las con-
diciones cromatograficas se eligieron teniendo
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Tabla 3. Condiciones de operacion para la determinacion de vitaminas hidrosolubles por HPLC.

Fase estacionaria: Columna Lichrospher® 100 RP-18, 5 um
Fase movil: Buffer PIC 7 pH 2,0:Metanol: Acetonitrilo
Flujo: 1.0 mL/min
Gradiente:
Tiempo Buffer | Metanol Agua ACN Flujo
(min)
pH2
Inicial 80,00 17,50 0,00 2,5 1,00
6,00 80,00 17,50 0,00 2,5 1,00
16,0 17,5 80,0 0,00 2,5 1,00
18,0 17,5 80,0 0,00 2,5 1,00
21,0 80,00 17,50 0,00 2,5 1,00
24,0 80,00 17,50 0,00 2,5 1,00
Detector: Tiempo (min) UV-VIS (nm)
0,0-6,0 267 nm
6,1-12,0 290 nm
12,1-18,0 248 nm
18,1-24,0 400 nm
Volumen de inyeccién: | 10 uL
Temperatura de la 35°C
columna:
Tiempo 24 minutos

en cuenta la forma de pico, eficiencia de la co-
lumna, tiempo de analisis cromatografico, selec-
tividad y resolucion.

2.3. Preparacidn de las soluciones

Las alicuotas y aforos utilizados para la prepa-
racion de soluciones se detallan en la Tabla 4.
Todas las soluciones se almacenaron en refri-
geracion, cubiertas con papel de aluminio para
protegerlos de la luz.

2.3.1. Estandar combinado

Los estandares de trabajo fueron preparados el
dia del analisis tomando alicuotas para su dilu-
cion a partir de las soluciones madre de concen-
tracion 10 mg/mL.

2.3.2. Placebo cargado

El placebo cargado se prepard de acuerdo a la
composicion del jarabe, exceptuando las vitami-
nas analizadas, siguiendo el procedimiento pro-
pio del laboratorio.

2.3.3. Solucién buffer pH 2,0

Para preparar 1 litro de solucion buffer 50 mM
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de PIC 7, se pesaron 10,112 g de acido 1-hepta-
nosulfénico y se ajusté a pH 2,0 con acido or-
to-fosforico al 85 %. Filtrar por 0,22 um y sonicar.

2.4. Validacién del método analitico

El método descrito en este articulo ha sido eva-
luado bajo los ensayos de selectividad, lineali-
dad y rango, precision, exactitud y robustez,
expuestos en el libro de validacion de métodos
analiticos de la AEFL

2.4.1. Selectividad

La selectividad es la capacidad de un método
analitico para medir y/o identificar simultanea o
separadamente los analitos de interés, de forma
inequivoca en presencia de aquellos componen-
tes cuya presencia resulta previsible, tales como
impurezas, productos de degradacion y compo-
nentes de la matriz [3].

En una valoracién, la demostracion de selectivi-
dad requiere evidencia de que el procedimiento
no resulta afectado por la presencia de impure-
zas o excipientes. Cuando se utilizan procedi-
mientos cromatograficos, deberan presentarse
cromatogramas representativos para demostrar
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Tabla 4. Preparacion de soluciones.

Ensayo Diluciones
Aforo (m]a) S(;I()u- Aforo (mD) E C (mg/mD) Factor de
.. cion madre , oro (mL) Fase dilucién
Valoracion mg/mL 50:50 Alicuota (mL) mévil
H,O:Metanol
10 0,058 0,023 4310,340
10 0,082 0,039 3048,780
Estandar 10 0,588 0,235 425,170
10 0,073 0,029 3424,660
10 3,000 1,200 83,330
3 mL solucion
madre acido as-
cOrbico 1,200 83,330
0,058 mL solu- 25*
cién madre tia-
mina 0,023 4310,340
Placebo Of (,)82 mI& SOh.ll;
cargado cién madre ribo-
flavina 0,033 3048,780
0,588 mL solu-
cién madre nico-
tinamida 0,235 425,170
0,073 mL solu-
cién madre piri-
doxina 0,029 3424,660
Placebo 25* 0,140 25

el grado de selectividad y los picos deberan
identificarse adecuadamente.

La determinacién de la selectividad se realizd
comparando el resultado (area bajo la curva) en-
tre la solucion de estandar combinado y placebo
cargado. El criterio de aceptacion se evalud con
el porcentaje de discrepancia, que debe ser infe-
rior al 4 %, y se calcula con la siguiente férmula:

2.4.2. Linealidad

La linealidad de un procedimiento analitico es
su capacidad para obtener resultados de prueba
que sean proporcionales a la concentraciéon de
analito en muestras dentro de un intervalo dado

(3]-

La linealidad fue ejecutada por una serie de es-
tandares mixtos de las vitaminas, que abarcan el
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rango de trabajo completo; se realizd el andlisis
a siete niveles de concentracion en el rango de
50 % a 250 %. Cada solucion fue inyectada tres
veces. El analisis de regresion reveld ecuaciones
de calibraciéon con los respectivos coeficientes
de correlacion, la interseccidn con el eje de orde-
nadas, la pendiente de la linea de regresion y la
suma de los cuadrados residuales (Tabla 5).

2.4.3. Rango

El rango de un procedimiento analitico es la am-
plitud entre las concentraciones inferior y supe-
rior del analito (incluyendo estos niveles) en la
cual se puede determinar al analito con un nivel
adecuado de precision, exactitud y linealidad,
utilizando el procedimiento segin se describe
por escrito. El rango del procedimiento se va-
lida verificando que el procedimiento analitico
proporciona precision, exactitud y linealidad
aceptables cuando se aplica a muestras que con-
tienen el analito en los extremos del intervalo, al
igual que dentro del mismo (Tabla 5).
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Tabla 5. Resultados del analisis de validacion de vitaminas hidrosolubles.

. VITAMINAS P
CRITERIO DE ACEPTACION y DECISION
AC. ASCORBICO | NICOTINAMIDA | PIRIDOXINA RIBOFLAVINA | TIAMINA
SELECTIVIDAD
I;qrcenta]e (;le <4,0 % (Areas) 1,4 3,4 1,6 3,5 1,6 Cumple
iscrepancia
Porcentaje de | £ 4,0 % (Tiempos) 05 0,6 0,6 05 0,2 Cumple
iscrepancia
Tiempo de
retencion pro- | Informativo 1,146 4,219 9,888 2,868 14,652 Cumple
medio
LINEALIDAD
Estandar Esténdar Estandar Estandar Estandar
. 0,999 0,999 0,999
Coeficiente de 0,999 0,999 4 4 4
correlacion | 7= 998 Cumple
Placebo cargado | Placebo cargado Placebo cargado | Placebo cargado | Placebo cargado
0,999 0,999 0,999 0,999 0,998
Esténdar Estandar Estandar Estandar Estandar
.. 0,998 0,999 0,997
Socticmtede | 3o Cumpie
Placebo cargado | Placebo cargado Placebo cargado | Placebo cargado | Placebo cargado
0,999 0,999 0,997849 0,999 0,997
[ Estandar Estandar Estandar Estandar
o Estandar
Coef.lc1.epte de FEl coeficiente de variacion 0,3 0,6 0,4 1,0
variacién de de los f 0,4 C 1
los factores e los factores respuesta umple
respuesta debe ser <2,0 % Placebo cargado Placebo cargado | Placebo cargado | Placebo cargado | Placebo cargado
0,4 0,4 0,8 0,7 0,9
Estandar Estandar Estandar Estandar Estandar
Y= 340,19 Y=-5,818 Y=-54,220 Y=-4,576 Y= 60,108
Regresion | 1 4 regresion es estadisti- +36,173X +22,05X +4,25X +4,030°X +2,308X
nea camente representativa, la Cumple
pendiente es distinta de 0 | Placebo cargado | Placebo cargado | Placebo cargado | Placebo cargado | Placebo cargado
Y=203,417 Y=-1,345 Y=-56,240 Y=-7,9010 Y =60,694
+36,309X +21,54X +4,234X +4,065*X +2,278X
Homogenei- p (valor) = 0,05 Estandar Estandar Estandar Estandar Estandar
dad de
varianzas | 1est de Levene 06 05 06 06 07
o . Cumple
Permite mdl,car.m el factor Placebo cargado | Placebo cargado | Placebo cargado | Placebo cargado | Placebo cargado
concentracion tiene algu-
na influencia en la varia-
bilidad de los resultados Lo 08 08 09 08
Homocedasti-
cidad
Constante No hay tendencias, la grafica de residuos muestra una distribucion aleatoria de los puntos
Revision de
residuos
Estandar Estandar Estandar Estandar Estandar
El factor con-
centracién no 0,6 0,5 0,6 0,7 0,7
influye en la p(valor) 20,05 Cumple
variabilidad de Placebo cargado | Placebo cargado | Placebo cargado | Placebo cargado | Placebo cargado
los resultados
10 0,8 0,8 0,9 0,8
Comparacion
placebo carga- p(valor) > 0,05 0,9 0,9 1,0 1,0 0,9 Cumple

do vs estandar
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Estandar Estandar Estandar Estandar Estandar
P (valor) 0,0000 P(valor) 0,0000 P (valor) 0,0000 | P (valor) 0,0000 | P (valor) 0,0000
. Correlacion lineal signifi-
Pendiente cativa b0 Cumple
Placebo cargado | Placebo cargado | Placebo cargado | Placebo cargado | Placebo cargado
P (valor) 0,0000 | P (valor) 0,0000 P (valor) 0,0000 | P (valor) 0,0000 | P (valor) 0,0000
RANGO
50 % 0,92 1,37 1,59 0,29 0,19 Cumple
El coefi- 75 % 0,20 0,33 0,61 0,48 0,70 Cumple
ciente de
. variacién 100 % 2,0 0,65 0,35 0,86 12 Cumple
Precision de los
125 % 0,50 0,52 0,21 0,48 0,18 Cumple
Repetibilidad factores
respuesta 150 % 0,66 0,60 0,10 0,62 0,32 Cumple
debe ser <
2,0 % 200 % 0,23 0,44 0,80 0,43 0,68 Cumple
250 % 0,22 0,30 0,42 0,68 0,86 Cumple
50 % 97,30 97,23 98,05 97,86 98,15 Cumple
75 % 97.76 99,83 98,39 99,66 97,15 Cumple
Exactitud 100 % 97,48 98,21 98,80 100,42 98,29 Cumple
Porcentaje de 97 % -103 % 125 % 97,38 97,80 99,63 100,17 99,63 Cumple
recuperacion 150 % 97,55 98,19 99,56 101,16 98,06 Cumple
200 % 99,24 97,35 99,01 100,95 99,20 Cumple
250 % 99,12 98,45 99,23 99,97 98,31 Cumple
EXACTITUD
Porcentaje de 97 % -103 % 97,3 % 97,9 % 99 % 99,9 % 98,4 % Cumple
recuperacion
PRECISION
Repetibilidad | Coeficiente de variacion
del sistema <a20% 0,6 1,7 1,1 1,8 0,8 Cumple
Repetib,ilidad Coeficiente de variagi(’)n 02 05 0,9 03 0,9 Cumple
del método menor o igual a 2 %
Coeﬁcient<e4d;) variacion 0,5 0,3 1,3 1,8 3,2 Cumple
Precision inter- B
media
p (valor) > 0,05 0,06 0,15 0,80 0,09 0,12 Cumple
Rev Esp Cien Farm. 2021;2(1):79-97. 86
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ESTABILIDAD DE LA SOLUCION

4 0,055 0,055 0,632 0,415 0,765 Cumple
AMBIENTE | 12 0,172 0,172 3,266 9,116 0,044 No Cumple
24 1,003 1,003 4,884 9,073 6,915 No Cumple
% Diferen-
cin absoluta 4 0,120 0,120 0,195 0,432 0,345 Cumple
(AUC) R [FESSE | 12 3,028 3,028 6,335 3,705 2,582 No Cumple
Estdndar com- 24 1,328 1,328 6,253 7,046 9,132 No Cumple
binado
4 0,040 0,040 0,047 0,398 0,045 Cumple
NG| 12 1,656 1,656 7,836 5,977 3,407 No Cumple
24 2,181 2,181 7,899 0,294 11,807 No Cumple
4 0,2054 0,8317 0,4716 0,4351 1,6621 Cumple
AMBIENTE | 12 1,5553 2,3171 16,6641 0,2949 13,7231 No Cumple
24 44217 5,9414 7,3071 7,6266 9,5200 No Cumple
% Diferen-
o blata 4 1,3139 1,4489 0,5853 3,7041 0,3691 Cumple
(AUC) R |FEEESERA 1 4,5968 0,0939 5,6023 1,1274 2,3201 No Cumple
Placebo car- 24 1,2240 1,0838 9,5419 4,9963 14,6838 No Cumple
ga o
4 0,0587 0,1001 0,2485 0,2499 0,2767 Cumple
CONGEFA | 12 0,6886 0,2810 14,5087 1,2792 14,0834 No Cumple
24 2,1945 2,8505 13,7976 1,0482 16,3286 No Cumple
IDONEIDAD DEL SISTEMA
o RSD <2,0 % 0,41 % 0,56 % 1,93 % 0,30 % 0,76 % Cumple
NUMERO DE
PLATOS TEO- N>1000 1451 3972 10712 1594 61264 Cumple
RICOS
RESOLUCION . R I— 8,697 7,776 1,074 2,110 Cumple
ASIMETRIA <2,0 3,51 2,00 1,27 1,45 2,9 Cumple
INCERTIDUMBRE DE LA MEDICION
INCERTI-
DUMBRE <2,0% 0,032 % 0,057 % 0,048 % 0,066 % 0,044 % Cumple
COMBINADA
INCERTI-
DUMBRE <2,0% 0,065 % 0,011 % 0,097 % 0,13 % 0,088 % Cumple
EXPANDIDA

2.4.4. Precision (Intermedia)

La precisiéon de un procedimiento analitico es el
grado de concordancia entre los resultados de
las pruebas individuales cuando se aplica el pro-
cedimiento repetidamente a multiples muestras
homogéneas [3].

La precision intermedia (también conocida como
tolerancia o fortaleza) expresa la variacion den-
tro de un laboratorio, por ejemplo, en diferentes
dias, con diferentes analistas o con equipos dife-
rentes dentro del mismo laboratorio [3].

La determinacion se realiza usando un minimo

Rev Esp Cien Farm. 2021;2(1):79-97.

de seis determinaciones al 100 % de la concen-
tracion de prueba, con un coeficiente de varia-
cién de las respuestas (area bajo la curva) maxi-
mo del 4 %.

2.4.5. Precision (Repetibilidad)

La repetibilidad se refiere a la utilizaciéon del
procedimiento analitico en un laboratorio du-
rante un periodo corto por el mismo analista con
el mismo equipo [3].
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La determinacién se realizé usando un minimo
de seis determinaciones al 100 % de la concen-
tracion de prueba, con un coeficiente de varia-
cion de las respuestas (area bajo la curva) maxi-
mo del 2 %.

2.4.6. Exactitud

La exactitud de un procedimiento analitico es
la proximidad entre los resultados de la prueba
obtenidos mediante ese procedimiento y el valor
verdadero. La exactitud de un procedimiento
analitico debe establecerse en todo su interva-
lo. Se determina con la recuperacion del analito
(porcentaje de recuperacion) en todo el intervalo
de la valoracién, o evaluando la linealidad de la
relacion entre las concentraciones estimadas y
las reales. El criterio de aceptacion establecido es
de 97 a 103 %y se calcula a partir de la siguiente
féormula [3]:

2.4.7. Robustez

La robustez de un procedimiento analitico es una
medida de su capacidad para no ser afectado por
variaciones pequefas, aunque deliberadas, en
los pardametros del procedimiento indicados en
la documentacioén, y provee una indicacion de su
aptitud durante condiciones normales de uso. La
robustez puede determinarse durante la etapa de
desarrollo del procedimiento analitico [3, 4].

En el disefio experimental de superficie respues-
ta (Tabla 6), los experimentos se desarrollaron en
los niveles bajo y alto de cada factor, en el nivel
central la mitad entre el nivel bajo y alto, y (para
algunos disenos) en una distancia mas pequena

Tabla 6. Espacio de disefio evaluado en robustez.

arriba del nivel bajo y abajo del nivel alto utili-
zado; el disefio utilizado fue el de Draper-Lin el
cual es un disefo en el que una porcion central
es menor que una resolucion V y que consiste en
un factorial fraccionado o Plackett-Burman, mas
unos puntos estrella [9].

2.4.8. Estabilidad

En el ensayo de estabilidad de la solucién, se
evaluo la desviacion estandar relativa de areas
de estandares combinados y placebo cargado al
someter las muestras a condiciones de tempera-
tura: ambiente, refrigeracion y congelacion, en
un tiempo de almacenamiento de 4, 12 y 24 ho-
ras de almacenamiento.

2.4.9. Aptitud del sistema

Las pruebas de aptitud del sistema se basan en
el concepto de que el equipo, el sistema electro-
nico, las operaciones analiticas y las muestras
a analizar constituyen un sistema integral que
puede evaluarse como tal. Son especialmente
importantes en el caso de procedimientos cro-
matograficos [3].

Las inyecciones repetidas de una preparaciéon
estandar u otras soluciones estandares se com-
paran entre si para determinar si se cumplen los
requisitos de precision. La determinacion se rea-
lizo evaluando la desviacion estandar relativa
(RSD), que no debe ser mayor a 2 %, resolucion
mayor a 2, asimetria menor a 2 y eficiencia de
platos tedricos mayor a 2000 de 6 inyecciones re-
petidas al 100 % [3].

Factor Unidades Bajo Alto
Flujo mL/min 0,8 1,2
Temperatura °C 33 37
Organico % 80 85
pH - 1,8 2,2

Rev Esp Cien Farm. 2021;2(1):79-97.
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2.5. Incertidumbre de la medicion

Es una estimacion que va paralela al resultado
de un ensayo, y se define como el intervalo de
valores donde se afirma que se encuentra el va-
lor verdadero [10].

Para el calculo de incertidumbre, se tiene en
cuenta maquinaria, material y mano de obra
como principales factores que influyen sobre el
calculo de este parametro. Se calcula el porcenta-
je de incertidumbre de la medicion al sumar los
porcentajes de error individuales de cada factor.

2.6. Procesamiento de datos

Se utilizo el paquete estadistico Statgraphics
V18.1 (Anexo A), y el software Libre office para
el procesamiento de los datos.

Anexo A. Licencia de uso de Software Statgraphics.

3. Resultados y discusion
3.1. Desarrollo del método analitico

En el desarrollo del método analitico se evaluaron
varios parametros fisico-quimicos (pKa, solubili-
dad, pH) que permitieron desarrollar un método
analitico adecuado para ser validado; en conjunto
con una revision bibliografica adecuada, se esta-
blecieron las condiciones de operacion (Tabla 2).

Al tener una mezcla compleja de vitaminas con
caracteristicas fisico-quimicas distintas, se eva-
luo la incidencia de los factores: pH, concentra-
cion de organico, temperatura de la columna y
flujo sobre la separacién de las mismas. El pH
acido de la fase moévil repercute en el estado
de ionizacion de las vitaminas, el pKa de cada

Rev Esp Cien Farm. 2021;2(1):79-97.
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vitamina va a determinar si es un acido o una
base, las especies basicas o ligeramente basicas
se van a encontrar en su forma ionizada reac-
cionando con el reactivo PIC, en consecuencia,
aumentando su retencién en la fase estacionaria.
En las primeras etapas del desarrollo analitico se
fueron probando distintos valores de pH para
determinar el valor éptimo al cual se logra una
separacion adecuada; los tiempos de ejecucion
del analisis superaban los 60 min por lo que se
aplico un gradiente de elucién que redujo sig-
nificativamente los tiempos de ejecucion. La se-
cuencia de estos eventos cromatograficos se en-
cuentra resumida en el Anexo B. Finalmente se
aumento el area de respuesta individualizando
la longitud de onda de cada vitamina desde el
primer ensayo preliminar hasta obtener el méto-
do final optimizado [5, 6].

3.2. Validacion del método analitico

3.2.1. Selectividad

En la Tabla 5 se muestra el porcentaje de discre-
pancia de cada vitamina hidrosoluble. El objeti-
vo del ensayo fue poder determinar si el método
posee la capacidad de medir y valorar al mismo
tiempo o a distinto tiempo los analitos de inte-
rés [11]. Para las vitaminas de interés, se deter-
minaron porcentajes de discrepancia de areas y
tiempos de retencidn, siendo para tiamina 1,6 y
0,2 %, riboflavina 3,5 y 0,5 %, nicotinamida 3,4
y 0,6 %, piridoxina 1,6 y 0,6 % y acido ascérbico
1,4y 0,5 %.

Estos resultados indican que no existe una ma-
yor interferencia entre los elementos del place-
bo y las vitaminas y se encuentran dentro de los

Anexo B. Pruebas preliminares: A) tiempo de ensayo 20 min. B) tiempo de ensayo 60 min. C) tiempo de ensayo 70 min.

D) tiempo de ensayo 30 min. E) tiempo de ensayo 24 min.

Rev Esp Cien Farm. 2021;2(1):79-97.
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rangos establecidos; sin embargo, el porcentaje
de discrepancia de las dreas de riboflavina y ni-
cotinamida es mayor a las demas; esto se debe
a la degradacion por condiciones ambientales a
las cuales se encuentran expuestas las muestras
y estandares; el aumento casi similar de las dos
vitaminas se debe a que ambas eluyen en tiem-
pos muy cercanos. En los cromatogramas ex-
puestos en el Anexo C se observa el blanco de
la fase movil y el placebo que no interfiere con
la elucién de los principios activos y no genera
sobreposicion entre los picos.

3.2.2. Linealidad

El ensayo de linealidad en la validacién de-
mostré que el método HPLC proporciona una
respuesta lineal de acuerdo a las concentracio-
nes a las cuales se evalu6 cada vitamina. Se ha
analizado la respuesta de soluciones estandares
combinados (linealidad del sistema) y solucio-
nes placebo cargado (linealidad del método) a
concentraciones de 50 %, 75 %, 100 %, 125 %, 150
%, 200 %y 250 %. Los resultados se presentan en
la Tabla 5.

Anexo C. Selectividad. A) Blanco de fase movil; B) Estandar combinado; C) Placebo cargado.

Los cromatogramas expuestos en los Anexos D
y E muestran un crecimiento proporcional a la
concentracion de cada vitamina; la riboflavina
presenta coelucion con su componente 5-fosfato
al aumentar la concentracién, como se observa
en los cromatogramas de 200 % y 250 % debido
a la poca resolucion que tienen entre si.

El coeficiente de correlacion entre las muestras
analizadas oscila entre r=0,999 a r=0,999 para el es-
tandar combinado y entre r=0,998 a r=0,999 para
el placebo cargado; el ensayo de coeficiente de de-
terminacion en las muestras analizadas oscila en-
tre r=0,998 a r=0,999 para el estandar combinado y
entre r=0,997 a r=0,999 para el placebo cargado, las
cuales cumplen con el criterio de r? > 0,990; el coe-
ficiente de variacion del factor respuesta tiene un

Rev Esp Cien Farm. 2021;2(1):79-97.

criterio de aceptacién menor o igual al 5 %, consi-
derandose como falta de linealidad los valores que
excedan este rango. Todas las respuestas obteni-
das se encontraron dentro del rango menor a 5 %.

El siguiente criterio evaluado es la pendiente (b),
la cual se encuentra relacionada con la sensibili-
dad del método, de forma que a mayor pendien-
te mayor sensibilidad (respuesta del método
frente a los cambios de la concentracion del ana-
lito). Este valor proviene de la regresion lineal
y debe ser significativamente diferente de cero.

Para determinar la homogeneidad de varian-
zas, se aplicé el test de Levene, que permite
indicar si el factor concentracién tiene alguna
influencia en la variabilidad de los resultados;
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Anexo D. Linealidad del método. Rango de 50 a 250 %: A) acido ascorbico, tiempo de retencion 1,14 min. B) riboflavina,

tiempo de retencion 2,78 min. C) nicotinamida, tiempo de retencién 4,30 min. D) piridoxina, tiempo de retencion 10,18

min. E) tiamina, tiempo de retencion 15,25 min.

se aplico tanto a estandar combinado como a
placebo cargado y se considera aceptado cuan-
do p (valor) es mayor a 0,05. La varianza resi-
dual (homocedasticidad) aporta informacion
sobre la validez del modelo. En este parametro
se evalud la distribucién aleatoria de los pun-
tos representados en el grafico de residuos,
los cuales no reflejan ninguna tendencia. Esta
distribucion aleatoria se refleja en los graficos
de residuos para cada vitamina de la soluciéon
estandar combinado y placebo cargado en los
Anexos F y G, respectivamente.

Finalmente, se compararon las medias entre el
placebo cargado y el estandar combinado con
una prueba de t-student para determinar si exis-

Rev Esp Cien Farm. 2021;2(1):79-97.

ten diferencias significativas entre ambas mues-
tras; se considera aprobado cuando el p (valor)
es mayor a 0,05 al 95 % de confianza; para todas
las vitaminas el p(valor) es mayor a 0,05.

3.2.3. Rango

Se evalué la exactitud y precision en funcion del
coeficiente de variacion y el porcentaje de recu-
peracion, respectivamente, en el rango de 50 % a
250 % de cada vitamina, encontrandose dentro
de los valores establecidos, como se detalla en
la Tabla 5.

3.2.4. Exactitud

En el ensayo de exactitud, se determiné el por-
centaje de recuperacion del estandar en el placebo
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Anexo E. Linealidad del sistema. Rango de 50 a 250 %: A) acido ascorbico, tiempo de retencion 1,12 min. B) riboflavina,

tiempo de retencion 2,66 min. C) nicotinamida, tiempo de retencién 4,12 min. D) piridoxina, tiempo de retencion 9,86

min. E) tiamina, tiempo de retencion 15,04 min.

cargado segun a especificacion de 97 % - 103 %
de cada una de las vitaminas analizadas. Como
se detalla en la Tabla 5, el porcentaje de recupe-
racion de todas las vitaminas hidrosolubles se en-
cuentra dentro del rango de aceptacion.

3.2.5. Precision

En el ensayo de precision, se evaluo repetibili-
dad y precision intermedia del sistema y del
método en etapas distintas. Los resultados ob-
tenidos en este ensayo se encuentran plasmados
en la Tabla 5.

El coeficiente de variacién de riboflavina, en el
analisis de repetibilidad del sistema fue 1,8, va-
lor que, aunque no se encuentra fuera del rango
establecido para este ensayo, se debe a la natura-

Rev Esp Cien Farm. 2021;2(1):79-97.

leza inestable de la vitamina frente a condiciones
ambientales, observandose variacion en el area
bajo la curva de las muestras inyectadas.

Para el ensayo de repetibilidad del método, el
coeficiente de variacion mas elevado es el de la
piridoxina, con un 0,9 %, que se encuentra den-
tro del rango establecido.

La precision intermedia evalta la variacion del
método al realizar inyecciones consecutivas so-
bre la misma muestra en condiciones operativas
diferentes, para lo cual se evalu¢ la variaciéon en-
tre analistas y dias distintos.

Estadisticamente se evalud la diferencia signifi-
cativa de medias entre el analista A y el analista
B para un 95 % de confianza y se determiné que
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Anexo F. Graficos de dispersion de estandar combinado: A) acido ascorbico B) riboflavina C) nicotinamida D) piridoxina

E) tiamina.

no existe diferencia estadisticamente significati-
va entre ambos analistas.

3.2.6. Estabilidad

El ensayo de estabilidad de la solucion se reali-
206 a 4, 12 y 24 horas. En la Tabla 5 se detalla el
porcentaje de degradacién de principios activos
evaluados frente a factores como temperatura
ambiente, refrigeracion y congelacién en compa-
racion con las condiciones normales de tiempo y
temperatura del método analitico.

Se ha demostrado que las muestras a temperatu-
ra ambiente (20 a 25 °C), refrigeracion (2 a 8 °C),
y congelacion (< 2 °C) presentan un porcentaje
de degradacion inferior a 2 % hasta por 4 horas
en dichas condiciones, tanto para el estandar
combinado como para el placebo cargado. Asi

Rev Esp Cien Farm. 2021;2(1):79-97.

mismo, se puede inferir que pasadas las 4 ho-
ras en las 3 condiciones evaluadas, las muestras
tienden a degradarse mucho mas, a excepcion
de la riboflavina, que presenta un porcentaje de
variacion mayor al 2 % debido a la inestabilidad
que ésta presenta a la luz; por ello, no es reco-
mendable almacenarlas por un tiempo mayor a
lo indicado [12].

3.2.7. Robustez

Se evalud el flujo, la temperatura de la colum-
na, el porcentaje de organico y el pH para de-
terminar si ha existido diferencia significativa
en los factores tiempo de retencién, nimero de
platos tedricos y resolucion de los picos de las
vitaminas analizadas. La variable flujo afect6 al
tiempo de retencion de la tiamina y la piridoxi-
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Anexo G. Graficos de dispersion de placebo cargado: A) acido ascorbico B) riboflavina C) nicotinamida D) piridoxina

E) tiamina.

na, la variable temperatura de la columna afectd
significativamente al nimero de platos tedricos
de la riboflavina y la nicotinamida, el porcentaje
de organico afecto al tiempo de retencion de la
tiamina, mientras que la variaciéon del pH afectd
significativamente a los factores tiempo de reten-
cion para la riboflavina y piridoxina, resoluciéon
para la riboflavina y nicotinamida y el ntimero
de platos tedricos a la tiamina y piridoxina, todo
dentro del espacio de disefio (Tabla 7).

3.2.8. Idoneidad del sistema

Se ha demostrado que el sistema cromatografico
es adecuado para cumplir la determinacion para
la que se ha establecido. El acido ascorbico y la
riboflavina no cumplen con el criterio estableci-
do para ntimero de platos tedricos debido a que

Rev Esp Cien Farm. 2021;2(1):79-97.

eluyen a menor tiempo de retencion que las otras
vitaminas, siendo este directamente proporcio-
nal al nimero de platos tedricos; la resolucién
de la riboflavina es menor al 2,0 % ya que se uti-
liz6 un estandar de riboflavina-5-fosfato cuya sal
eluye a un tiempo de retencion cercano al pico
principal, por lo que pierde resolucion; la asime-
tria del acido ascorbico se encuentra debajo del
criterio establecido del 2 % debido a la anchura
del pico principal, mientras que la asimetria de
la tiamina se ve afectada por el gradiente utiliza-
do antes de la elucién de la misma.

3.2.9. Incertidumbre de la medicion

En el analisis de la incertidumbre se han eva-
luado las fuentes de error del andlisis en rela-
cién a las 6M de Ishikawa. Para ello, se realizd
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Tabla 7. Evaluacion de factores flujo, temperatura, porcentaje de organico y pH para las variables: Namero de platos

teoricos (N), Tiempo de retencion (TR) y Resolucién (R).

L Criterio de Flujo Temperatura % Organico pH
Vitaminas Iy
aceptacion | TR |RS |N TR |R N TR |R N TR |R N

Vitamina C 0,17 | NA ]0,90 | 0,99 | NA 085 {097 |NA |098|097 | NA | 0,18
Tiamina 0,00 | 0,64 | 0,14 | 0,25 | 0,3565 | 0,28 | 0,02 | 0,46 | 0,99 | 0,80 | 0,97 | 0,04
Riboflavina | p (valor)>0,05 | 0,68 | 0,98 | 0,99 | 0,55 |0,7496 | 0,03 | 0,67 | 0,06 |0,96 | 0,02 | 0,02 | 0,97
Nicotinamida 0,88 |0,55 | 0,83 | 0,46 |0,1473 | 0,02 | 0,86 |0,44|0,38|0,66 | 0,00 | 0,13
Piridoxina 0,04 | 0,88 | 0,35 | 0,07 |0,8877 | 0,50 | 0,99 | 0,77 0,57 | 0,00 | 0,85 | 0,01

la suma de las incertidumbres individuales de
los factores evaluados para obtener las incerti-
dumbres combinada y expandida en porcentaje
de las muestras analizadas, que permite evaluar
de mejor manera la influencia de dichos factores
en el analisis (Tabla 5).

4. Conclusiones

Se desarroll6 y optimizé un método analitico por
HPLC de fase reversa para separar, identificar
y determinar vitaminas hidrosolubles (tiamina,
riboflavina, nicotinamida, piridoxina y acido as-
corbico) en un jarabe. Al variar los pardmetros
fisico-quimicos como pH del buffer, % de orga-
nico, flujo y temperatura en el desarrollo y opti-
mizacion del método, se logro reducir el tiempo
de ejecucion del ensayo en un 50 % y se observo
una mejora significativa en las variables cromato-
graficas, como tiempo de retencidn, resolucion y
eficiencia de platos tedricos. Ademas, no existio
interaccion de los principios activos con los con-
servantes propilparabeno y benzoato de sodio
utilizados en la formulacién. El método validado
de acuerdo a AEFI demostro ser selectivo con un
porcentaje de discrepancia menor al 4 % sin que
exista interaccion entre los picos principales, li-
neal con un r > 0,998, preciso RSD < 1,8, exacto
con una recuperacion del 97,3 % para acido as-
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