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Se presentan en este articulo los resultados del desarrollo y de la
validacion de una metodologia analitica para la cuantificacion si-
multanea de vitamina A palmitato, vitamina D, y vitamina E acetato
en inyectables de uso pecuario. El procedimiento consiste en una
separacion por cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE) en
fase inversa empleando como fase movil una mezcla de acetonitrilo,
metanol, agua (45:50.2.5), una columna C, a 45 °Cy deteccion a
una longitud de onda de 280 nm. Se encontrd que el método es
selectivo, lineal y preciso. Estas caracteristicas junto con su senci-
llez hacen que el método sea adecuado y conveniente para el obje-
tivo propuesto. La robustez de la metodologia fue también investi-
gada. El método validado se aplico para la determinacion de las
vitaminas en tres productos inyectables del mercado colombiano
con registro sanitario del Instituto Colombiano Agropecuario (ICA).

Unitérminos:

¢ Vitamina A palmitato/
determinacion

e Vitamina D,/ determinacion

e Vitamina E acetato/
determinacion

¢ Cromatografia liquida de
alta eficiencia

e Deteccion ultravioleta

e Inyectables/de uso
veterinario/analisis
cuantitativo.

INTRODUCCION

Las vitaminas son compuestos de naturaleza orgéni-
ca requeridos por los seres vivos en pequenas cantidades y
contribuyen al completo desarrollo de las funciones fisiolo-
gicas en los organismos vivos. Su deficiencia puede generar
una serie de reacciones adversas para los seres vivos
(Goodman, 2003). Su uso, como ocurre con el hombre, esta
bastante extendido en la crianza de animales para mejorar la
produccion de insumos asi como para prevenir o curar algu-
nas enfermedades en diferente especies animales como resul-
tado de su deficiencia. La técnica de analisis de eleccion y
mas reportada por la literatura para la determinacion de vi-
taminas es la técnica cromatografica, gaseosay de liquidos,
principalmente esta ultima, utilizando la modalidad de fase

normal con columnas de silica (Escriba et al., 2002; Duarte
et al.,2003) como en fase inversa, con columnas tradiciona-
les C18 o con columnas monoliticas (Tanaka ef al., 2002).
Spencer y Purdy (1997) separaron las vitaminas D,, D, y E
acetato utilizando metanol-agua (90:10) como fase movil
adicionada de betaciclodextrina y una columna C ;. La mis-
ma fase estacionaria fue utilizada por Ceugni et al. (1998)
para la separacion y determinacion de vitamina Ay vitami-
na E utilizando como fase mévil una mezcla de metanol-agua
(99:1). Utilizando metanol como fase mévil y una columna
C,,, Qian y Sheng (1998) separan retinol acetato, vitamina
D,, vitamina E y provitamina D,, utilizando una longitud de
onda de 290 nm para la deteccion. Albala-Hurtado ez al.
(1997) reportan la separacion de vitamina A - trans-retinol
y vitamina E - o-tocoferol sobre una columna C , utilizan-
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do como fase movil agua-acetonitrilo-metanol (4:1:95). La
revision de la literatura permite observar que la deteccion
espectrofotométrica al ultravioleta es la mas utilizada, aun-
que también se ha reportado el empleo de otros sistemas
como deteccion fluorométrica (Collins, Chow, 1984; Gatti
et al.,2001) y amperométrica (Wang, Wang, 2001; Taibi,
Nicotra, 2002). Brisaert y Vercanmen (1999) emplean la
densitometria con cromatografia en capa delgada sobre pla-
cas C,  de alta eficiencia para el analisis de tetrinoina en
lociones. La determinacion de vitamina A y vitamina E en
productos pediatricos por CLAE en fase inversa fue repor-
tada por Rodas et al. (2003). Otros investigadores reportan
para el andlisis de vitaminas oleosolubles el empleo de
dodecil sulfato de sodio en cromatografia capilar
electrocinética (Delgado-Zamarrefio et al., 2002) y
cromatografia liquida micelar (Momenbeik et al., 2005).

En el presente trabajo se presentan los resultados ob-
tenidos en el desarrollo y validacion de un método de anali-
sis cuantitativo para vitamina A palmitato, vitamina D, y
vitamina E acetato por CLAE en fase inversa, empleando
una columna de 3.9x300 mm con octadecilsilano como fase
estacionaria y deteccion por espectrofotometria ultravioleta
a 280 nm.

MATERIAL Y METODOS
Equipos y materiales

Cromatdgrafo liquido Waters 510, detector UV Waters
Ass. 484, integrador Perkin Elmer LCI 100, inyector
Rheodyne 20 microlitros, columnas Bondapack C
3,9x300 mm, 5 umy C,3.9x150 mm, 5 um, bafio ultraso-
nico Branson 3210, espectrofotometro UV/VIS Unicam
UV2, cromatografo liquido Waters Milenium 32 con detec-
tor de arreglo de diodos.

Sustancias y reactivos

Vitamina A palmitato estandar USP, vitamina D,
estandar USP, vitamina E acetato estandar USP, metanol y
acetonitrilo HPLC Mallinckrodt, agua HPLC, butanol JT
Baker RA, isopropanol JT Baker RA, tetrahidrofurano JT
Baker RA y n-propanol JT Baker RA.

Muestras

Los productos inyectables comerciales analizados
bajo las condiciones de la metodologia analitica validada
presentaban la composicion indicada en el Cuadro 1. Las
diluciones necesarias para su analisis final se realizaron
con la fase movil, procurando concentraciones finales
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aproximadas de las vitaminas y cercanas a las concentra-
ciones de los estandares de las vitaminas. Estas concentra-
ciones fueron 120 Ul/mL, 2 Ul/mL y 70 pug/mL para las
vitaminas A palmitato, D, y E acetato, respectivamente.

CUADRO 1 — Composicion de los productos inyectables
analizados

Vitamina Producto 1 Producto2  Producto 3

A palmitato 500000 600000 500000
Ul/mL Ul/mL Ul/mL

E acetato 50mg/mL* 100 mg/mL 50 mg/mL*

D, — 75000 UI/mL 2000 UI/mL

Aceite csp 1 mL 1 mL 1 mL

* Agregada como antioxidante

Optimizacion del sistema cromatografico

Para la estandarizacion de la metodologia analitica se
realizaron varios y diferentes ensayos en procura de obtener
las mejores condiciones cromatograficas para la determina-
cion de las vitaminas objeto del estudio. Se contemplaron prin-
cipalmente aspectos relacionados con la influencia de la lon-
gitud de onda de la deteccion, el tipo de columna, la composi-
cién y flujo de la fase mévil y la temperatura de la separacion.
Parala seleccion de la longitud de onda se realizaron los espec-
tros de absorcion de las vitaminas en una mezcla de metanol
y agua (94:6), una de las mezclas ensayadas en la seleccion de
la fase mévil. De acuerdo a los espectros obtenidos se selec-
cion6 280 nm como longitud de onda para la deteccion
cromatografica de las vitaminas. Durante el proceso de selec-
cion de la fase moévil se estudiaron, de acuerdo a la literatura,
diferentes mezclas de metanol-agua, acetonitrilo-metanol-
agua, metanol-agua-tetrahidrofurano y metanol-agua-
isopropanol-tetrahidrofurano, y flujos de 0,9, 1,0, 1,3 y
1,5 mL/min. En cuanto a la temperatura de la fase estacionaria
se realizaron ensayos a 25, 35 y 45 °C. Para los ensayos an-
teriores se utilizaron dos diferentes tipos de columna,
uBondapak C, de 3,9x150 mmy C , de 3,9x300 mm. Como
volumen de inyeccion se utilizo en todos los casos 20 L.

Las soluciones patron de las vitaminas se prepararon
en n-butanol, mientras que las diferentes diluciones para
alcanzar las concentraciones adecuadas para el proceso
cromatografico se realizaron con la fase movil.

Parametros de idoneidad del sistema
Como paso previo al proceso de validacion, se veri-

fico experimentalmente la idoneidad del sistema
cromatografico. Como parametros de idoneidad, se evalua-



Validaciéon de una metodologia por cromatografia liquida

ron el factor de capacidad, el factor de separacion o indi-
ce de retencion relativa, la resolucion y el factor de asime-
tria. Los valores hallados satisfacen los requerimientos
generalmente aceptados (Tabla I). La resolucion se calcu-
16 con referencia al producto de degradacion mas cercano
para cada vitamina.

TABLA | — Parametros de idoneidad del sistema
cromatografico

Parametro Vitamina Vitamina Vitamina
A D, E
Factor de capacidad (>2) 3,96 5,07 11,46
Factor de separacion (>1) 3,66 1,15 1,19
Resolucion (>1,5) 2,90 2,31 8,2
Factor de asimetria (<2) 1,1 1,1 1,2

RESULTADOS Y DISCUSION

En la seleccion de la fase movil y utilizando diferen-
tes combinaciones de ésta desde el punto de vista cualita-
tivo como cuantitativo, diferentes flujos, diferente colum-
nay diferente temperatura, se obtuvieron resultados varia-
bles con cada una de ellas. Los resultados se analizaron
principalmente desde tres puntos de vista, selectividad, si-
metria de las sefiales y tiempo de corrida. En algunos casos
la separacion o resolucion de las sefiales debidas a las vi-
taminas no fue adecuada, en otros casos las sefiales fueron
asimétricas, mientras que en otros los tiempos de corrida
para una separacion adecuada fueron demasiado altos. Por
ejemplo, con una fase mévil metanol-agua 95:5, columna
C,, 1,5mL/miny 45 °C, se obtuvieron sefiales simétricas,
adecuada resolucion pero con un tiempo de corrida de 35
minutos. Otras fases moviles estudiadas estaban compues-
tas por mezclas de metanol y agua en proporciones 99:1,
96:4,94:6,95:5y 90:10 con columnas C, 0 C , y tempera-

TABLA Il - Condiciones optimizadas para la determinacion
de vitaminas A palmitato, D, y E acetato

Parametro Condiciones estandarizadas
Columna uBondapack C , 3,9 x 300 mm
Longitud de onda 280 nm
Temperatura 45°C

Fase movil CH,CN-MetOH-H, 0 (45:50:2.5)
Flujo 1,5 mL/min

Volumen de inyeccion 20 uL
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turas de 25, 35y 45 °C. En otras, se incluy6 un tercer com-
ponente, bien tetrahidrofurano, acetonitrilo o isopropanol.

De acuerdo con los diferentes ensayos realizados, se
establecieron para la validacion las siguientes condiciones
cromatograficas (Tabla II).

Con el sistema anterior los tiempos de retencion para
las tres vitaminas fueron aproximadamente 6,1, 7,9y 16,6
minutos para la vitamina D,, vitamina E acetato y vitami-
na A palmitato, respectivamente.

Validacion de la metodologia analitica

Selectividad

La selectividad del método para las tres vitaminas
con la fase movil 6ptima se indica en el cromatograma
obtenido con una mezcla de ellas (Figura 1), donde se ob-
serva que la resolucion es adecuada. El estudio se realizo
con concentraciones aproximadas de 120 Ul/mL, 2 Ul/mL
y 70 ug/mL para cada una de las tres vitaminas, A, D,y E,
respectivamente.
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u

w

e

FIGURA 1 - Cromatograma obtenido para las vitaminas D,
(1, t,=5,95), E acetato (2, t,=7,84) y A palmitato (3,
t.=18,56), bajo las condiciones estandarizadas.

La misma mezcla de las vitaminas se someti6 a la
accion de la luz y del aire para su analisis al cabo de 20
dias. En los dos casos, los resultados demostraron la ausen-
cia de interferencia de los productos de descomposicion
obtenidos en la determinacion de cada una de las tres vita-
minas. En la Figura 2 se presenta el cromatograma obteni-
do en el caso de la exposicion de la mezcla durante 20 dias
a la luz natural.

Por otra parte, los cromatogramas obtenidos con la
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FIGURA 2 - Cromatograma obtenido para las vitaminas D,
(1), E acetato (2) y A palmitato (3) luego de exposicion por
20 dias a la luz del dia.
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matriz oleosa de cada uno de los tres productos evaluados no
indican ninguna clase de interferencia con los tiempos de
retencion de las sefiales debidas a cada una de las vitaminas.

Linealidad

La proporcionalidad en la respuesta para la vitami-
na A palmitato se verifico con concentraciones entre 180,0
a450,0 UI/mL, observandose la falta de proporcionalidad
por arriba de 200,0 UI /mL. Por lo anterior se estudiaron
5 niveles de concentracion entre 80,0 y 160,0 Ul/mL, me-
diante el trabajo con tres réplicas, tanto para el sistema
como para el método.

En esta parte del estudio, para la vitamina D, se uti-
lizaron concentraciones entre 0,5 y 3,0 Ul/mL y entre 48,0
y 117,0 ug/mL para la vitamina E acetato. En los dos ca-
sos se trabajaron igualmente 5 niveles de concentracion y
tres réplicas para cada nivel.

En la Tabla III se indican las ecuaciones de las rec-
tas de regresion obtenidas para las tres vitaminas, tanto
para el sistema como para el método.

Los limites superior (LS) e inferior (LI), calculados
de acuerdo al error estandar para el intercepto y para la
pendiente en el estudio de linealidad del sistema y en el
estudio de linealidad del método se indican en la Tabla IV.
Los valores experimentales de t, confrontados con los va-
lores de la tabla, indican en todos los casos convergencia al

TABLA 11 - Ecuaciones de regresion para vitamina A palmitato, vitamina D, y vitamina E acetato

Vitamina Ecuacion de regresion Coeficiente de correlacion
A palmitato Sistema Y = 13762,62 X + 88464,5 r=0,9917
Método Y = 14752,79 X + 10273,4 r=0,9907
D, Sistema Y =27804,13 X + 1089,7 r=0,9915
Método Y =29321,42 X + 865,5 r=0,9940
E acetato Sistema Y = 3189,89 X —4522,2 r=10,9904
Método Y =2913,77 X +94.28,0 r=0,9964
TABLA IV - Valores de intercepto y pendiente para la linealidad del sistema y del método!
Vitamina Parametro Sistema Meétodo
texp LS LI texp LS LI
A palmitato Intercepto 1,45 220422,1 -434932 0,15 161117,9  -140571,1
Pendiente 27,78 148329 12692,3 26,28 15965,5 15340,0
D, Intercepto 0,516 5648,9 -3469,5 0,46 4885,6 -3172,6
Pendiente 27,48 299899 25180,2 32,70 312532 27389,6
E acetato Intercepto -0,42 18644.,4 -27688,8 0,50 50125,0 -31269,0
Pendiente 25,45 3460,6 2919,1 13,56 3378,2 2449.4

't tabulado (gl=13, 0=0,05): 2,1604

t exp: valor de t experimental, LS: limite superior, LI : limite inferior
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origen y un valor de pendiente significativamente diferen-
te de cero. Se observa ademas que el valor cero se encuen-
tra dentro de los limites calculados para el intercepto.

Los valores de F experimentales en los ensayos de
linealidad del método indican una regresion altamente sig-
nificativa en todos los casos (Tabla V).

De acuerdo a los resultados, los valores experimen-
tales de F hallados para la regresion en los seis casos son
mayores que el valor F de la tabla (4,76), con lo cual se
concluye que la regresion es estadisticamente significativa.
De otra parte, los valores experimentales para el desvio o
falta de ajuste con menores al valor la tabla (3,71) indican-
do asi que el desvio no es significativo.

Precision

Los resultados obtenidos a nivel de repetibilidad con-
dujeron a valores de coeficientes de variacion de 0,63, 1,13
y 0,81% para la vitamina A palmitato, vitamina D, y vita-
mina E acetato, respectivamente. Estos valores son inferio-
res a 2, valor normalmente aceptado para la precision e
indican una adecuada repetibilidad. La precisiéon como
precision intermedia se evalu6 entre dias (tres dias) y entre
analistas (dos analistas), para tres concentraciones, equi-
valentes al 80, 100y 120%. En la Tabla VI se reportan los
valores de F experimentales obtenidos mediante el analisis
de varianza de los resultados.
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El anélisis de varianza permite concluir que no hay
diferencias de los resultados entre dias, entre analistas, ni
entre réplicas. Por supuesto, se encontro diferencia signi-
ficativa entre concentraciones.

Robustez

Larobustez de la metodologia se establecio realizan-
do pequenas variaciones en algunos parametros del método
como temperatura, fase movil, tiempo de inyeccion y longi-
tud de onda. En la Tabla VII se reportan los resultados ob-
tenidos con la vitamina A palmitato. Se observa que la dife-
rencia calculada entre la media de las areas obtenidas cuando
el pardmetro se encontraba en el nivel nominal o estandari-
zado (denominado valor superior) y la media de las areas
obtenidas cuando se encontraba en el nivel alternativo o
nuevo valor (denominado valor inferior) fue mayor de
21058,5, valor que corresponde a la diferencia del produc-
to de la desviacion estandar de la precision del método por la
raiz cuadrada de 2 para los factores flujo y longitud de onda
y menor para los otros tres factores (Quattrochi et al., 1992).
Para la vitamina A palmitato, se concluye de esta forma que
el método es solido frente a las variaciones realizadas de
temperatura, composicion de la fase movil y tiempo de ana-
lisis. Por el contrario, los factores flujo y longitud de onda
son criticos y merecen especial atencion y control cuando se
aplique la metodologia en analisis de rutina.

TABLA'V - Valores de F experimentales, Anova de la regresion lineal

Fuente Vitamina A Vitamina D, Vitamina E
Sistema Meétodo Sistema Meétodo Sistema Me¢étodo

Regresion 771,69 890,67 755,08 1075,26 647,84 183,77

Desvio 2,60 1,94 1,42 0,07 3,32 1,04

F tabulado regresion (gl /gl, = 1/13, o.= 0,05): 4,70

F tabulado desvio (gl /gl,= 3/10, o = 0,05): 3,71

TABLA VI - Valores experimentales de F para la precision intermedia

Fuente gl Vitamina A Vitamina D, Vitamina E F tab!

Analistas 1 2,42 0,22 1,22 4,18

Dias 2 2,17 1,67 2,39 3,33

Concentraciones 2 935,82 12852,23 1376.,45 3,33

Réplicas 1 0,01 1,32 1,12 4,18

'F tabulado analistas y réplicas (gl /gl, = 1/29, .= 0,05): 4,18

F tab dias y concentraciones (gl /gl,= 2/29, o= 0,05): 3,33

grados de libertad del error = 29 (gl,)
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En el caso de las otras vitaminas, los valores de com-
paracion hallados para la vitamina D, y para la vitamina E
acetato fueron 696,04 y 2457,33 respectivamente. De esta
forma se encontraron como factores criticos para la vitami-
na D3, la temperatura, el flujo de la fase movil y la longi-
tud de onda de la determinacion. Para la vitamina E acetato,
los factores criticos fueron la composicion de la fase mo-
vil y la longitud de onda.

El método validado se aplico satisfactoriamente para
la determinacion de vitamina A palmitato en el Producto 1,
de las tres vitaminas en el Producto 2 y de las vitaminas A
palmitato y D, en el Producto 3. Para los anélisis, cantida-
des pesadas de las muestras se diluyeron inicialmente con
isopropanol y finalmente, para su inyeccion, alicuotas ade-
cuadas de estas diluciones se diluyeron con la fase mévil y
posterior filtracién por membranas de 0,45 um. En la Ta-
bla VIII se indica la composicion de los productos y los
resultados de la valoracion.
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CONCLUSIONES

Se estandarizé una metodologia analitica por CLAE
en fase inversa para la determinacion de vitamina A
palmitato, vitamina D, y vitamina E acetato de uso veteri-
nario. Durante la etapa de validacion, la metodologia de-
mostrd ser precisa, lineal, reproducible y selectiva frente a
los auxiliares de formulacion de los productos inyectables
asi como frente a los productos de descomposicion obteni-
dos por exposicion a la luz directa y al aire. Estas caracte-
risticas la hacen adecuada y confiable para el objetivo pro-
puesto. Ademas de ello, la metodologia presentada es sen-
cilla, se realiza en un tiempo adecuado respecto de otras
encontradas en la literatura, y se lleva a cabo con instru-
mental y materiales de uso corriente y disponible en la
mayoria de los laboratorios de control, no requiriéndose de
equipos o detectores especiales. La metodologia validada
permite la determinacion de las vitaminas, solas o en mez-
cla, en inyectables de uso veterinario

TABLA VII - Influencia de la variacion de algunos parametros en la respuesta

Parametro 1 2 3 4 5 6 Diferencia'
Temperatura 45 45 45 43 43 43 8778
Fase movil 2 45:50:2,5 45:48:4,5 45:48:4,5  45:50:2,5 45:50:2,5 45:48:4,5 8502
Flujo mL/min 1,5 1,3 1,3 1,5 1,3 1,5 -30070
A (nm) 280 278 280 278 278 280 64151

t (min) 0 0 60 60 0 60 8779
Area obtenida 1654978 1545999 1686916 1545583 1686916 1629056

valor de comparacién: desviacion estandar del método x V2 =21058,5

'media del limite superior — media del limite inferior
*CH,CN:MetOH:Agua

TABLA VIII - Composicion y resultados analiticos en porcentaje de los productos evaluados

Producto Vitamina A palmitato Vitamina D, Vitamina E acetato
Etiquetado Hallado Etiquetado Hallado Etiquetado Hallado
Ul/mL % Ul/mL % mg/mL %
1 500000 95 0 NA 50,0! NA?
2 600000 94 75000 93 100,0 96
3 500000 89 2000 95 50,0 NA?
Vehiculo oleoso csp’ 1 mL csp’ 1 mL csp’ 1 mL

'agregado como antioxidante
2no aplica
3 cantidad suficiente para
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RESUMO

Validacido de metodologia por cromatografia liquida
de alta eficiéncia para a determinac¢fo simultinea de
vitaminas A, D, e E em injetaveis de uso veterinario

Neste artigo se apresentam os resultados do
desenvolvimento e valida¢do da metodologia analitica
para a determinagdo simultanea de palmitato de vitami-
na A, vitamina D, e vitamina E em injetaveis para uso de
acetato na pecudria. O procedimento consiste na
separagdo cromatografica por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) em fase reversa, utilizando como
fase movel mistura de acetonitrila, metanol, dgua
(45:50:2.5), coluna C,, a 45 °C e detec¢do em
comprimento de onda de 280 nm. O método mostrou-se
seletivo, linear e preciso. As caracteristicas e a facilidade
de execugdo do método indicam que ele é adequado e
conveniente para o objetivo proposto. A robustez do mé-
todo tambem foi pesquisada. O método validado foi apli-
cado para a determinagdo de vitaminas em trés produtos
injetaveis do mercado colombiano com registro no ICA
(Instituto Colombiano Agropecudrio).

UNITERMOS: Palmitato de vitamina A/determinacado.
Vitamina D /determinagdo. Acetato de vitamina E/
determinagdo. Cromatografia liquida de alta eficiéncia.
Detecgdo no ultravioleta. Injetaveis/ de uso veterinario/
andlise quantitativa.
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