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Resumen

La melatonina ha sido clasificada como un suplemento dietético y puede
encontrarse en distintas presentaciones para ser administrada por distintas vias, aunque

estrictamente no ha sido regulada para su comercializacion.

Con base en la informacion disponible y no restringida, se decidio llevar a cabo
el presente estudio, cuyo propdsito consistioé en disefiar y validar un método basado en
Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC, por sus siglas en inglés) para la
cuantificacion de melatonina en suplementos dietéticos en forma de gomita
comercializados en Guatemala. Ademas, se plante6 como hipotesis de investigacion que
dicho método constituye una herramienta analitica adecuada para la cuantificacion de

melatonina en este tipo de suplementos.

Para ello, se procedido a evaluar los pardmetros de especificidad, linealidad,
exactitud, repetibilidad, precision intermedia, limite de deteccion, limite de cuantificacion
y robustez del método, asi como la cuantificacion de melatonina en estos suplementos.
Los resultados obtenidos de la cuantificacion se compararon con la cantidad de
melatonina declarada en su etiqueta nutricional, mostrando una mayor cantidad de
melatonina por gomita en la marca A y una menor cantidad en la marca B. Sin embargo,
estas cantidades no superaron los limites permitidos de principio activo segin la USP, por
lo que ambas marcas cumplieron con las cantidades adecuadas de melatonina para su

comercializacion.

Para ampliar y complementar el presente estudio, se recomienda utilizar el método
disefiado como referencia para futuras investigaciones que incluyan otro tipo de gomitas,

a manera de corroborar su utilidad practica en distintas matrices.
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I. Introduccion

La melatonina es una hormona que se descubrié en 1917 por McCord y Allen,
quienes, al alimentar a renacuajos con un extracto de la glandula pineal de bovinos,
pudieron observar la aparicion de manchas oscuras en la piel de estos animales, debiéndose
principalmente a la contraccion de los melanoforos (célula que contiene melanina). A partir
de este descubrimiento, se creia que la melatonina tenia cierto efecto en la agregacion de
granulos de melanina, lo cual le conferia cierto cambio de coloracidon. Por esta razon,

incluso se propuso su utilidad para el tratamiento del vitiligo (Saavedra et al., 2021).

En 1958, Aaron B. Lerner junto con colaboradores de la Universidad de Yale,
aislaron la melatonina y describieron su estructura quimica como N-acetil-5-metoxi-
triptamina. Para 1970, se descubrid su funcidn en la regulacion del ritmo circadiano y los
estados de suefio-vigilia, por lo que la mayoria de estudios desarrollados hasta la actualidad
se han enfocado en dicha funcidn. Posteriormente, en 1993 se reportaron sus efectos
antioxidantes por lo que desde entonces se ha postulado como un posible tratamiento futuro
para tratar distintas patologias, entre las cuales destacan: la enfermedad de Alzheimer y
otras enfermedades neurodegenerativas como el cancer, las dislipidemias y las
enfermedades cardiovasculares. En la actualidad la melatonina se utiliza principalmente
como agente antioxidante y para el tratamiento del insomnio, asi como la resincronizaciéon

del ritmo circadiano y el ciclo vigilia-suefio (Saavedra et al., 2021).

La melatonina ha sido clasificada como un suplemento dietético, denominacion que
se le da a aquellos productos que cuentan con una fuente concentrada de macro y
micronutrientes, sustancias bioactivas, enzimas o probidticos, en forma aislada o
combinada, con el fin de ser suplementos que brinden un efecto nutricional o fisiologico
para complementar la dieta habitual de una persona. Estos productos se encuentran en
distintas presentaciones para ser administrados por distintas vias, sin embargo, se han

clasificado como alimentos y no como medicamentos por la Administracion de Alimentos



y Medicamentos (FDA por sus siglas en inglés), lo cual significa que estos no se encuentren

estrictamente regulados antes de ser comercializados (Wierzejska, 2021).

Los suplementos dietéticos se encuentran disponibles en lugares de venta libre
como supermercados y farmacias, y se comercializan en distintas presentaciones, como:
tabletas, capsulas blandas, capsulas de gel, gomitas (también conocidas como geles
masticables), polvos, bebidas, barras o cualquier otra forma en la que estos productos
puedan ingerirse en dosis medidas. Por esta razon, muchas veces el etiquetado o publicidad
de estos productos contiene afirmaciones erroneas respecto al contenido o las cantidades
de ingredientes declarados en sus etiquetas, siendo muchas veces alterados con sustancias

ajenas y pudiendo ser perjudiciales para los consumidores (Djaoudene et al., 2023).

Mediante el presente estudio se disefid y valido el método analitico de cromatografia
HPLC para evaluar los suplementos dietéticos en forma de gomita, ya que estos productos
se han convertido en una de las alternativas mas utilizadas en los ultimos afios respecto a
las formas tradicionales de administracion oral (comprimidos, cépsulas blandas y duras).
Ademas, son una forma de dosificacion mas atractiva para el consumidor debido a que les
brinda la sensacion de estar comiendo un dulce o caramelo, siendo de esta manera mas
amigable con el paladar, especialmente entre la poblacion pediatrica y geriatrica (Sabri et

al., 2022).

Dado que hasta la fecha no se han desarrollado muchos estudios a nivel mundial
que evalten la cantidad de melatonina en esta presentacion, y ninguno en Guatemala
mediante cromatografia HPLC, este estudio tuvo como objetivo cuantificar la cantidad de
este principio activo en estos suplementos para corroborar si efectivamente cumplen con lo
declarado en la etiqueta nutricional y que no representan un posible riesgo para la poblacion

guatemalteca.



II. Marco conceptual

A. Antecedentes del problema

Segun el Acta de 1994 de la Educacion de Salud de Suplementos Dietéticos (DSHEA
por sus siglas en inglés), los fabricantes y distribuidores de ingredientes y suplementos
dietéticos tienen prohibido comercializar productos que se encuentren adulterados o mal
etiquetados. Por ende, las empresas poseen la responsabilidad de evaluar la seguridad de
sus productos previo a que estos se comercialicen en el mercado. Ademas, deben velar por
que el etiquetado de sus productos cumpla con las especificaciones pertinentes y con todos
los requisitos aplicables por la Ley Federal de Alimentos, Medicamentos y Cosméticos
modificada por la DSHEA, y las regulaciones de la FDA. Asimismo, la FDA posee la
autoridad para tomar medidas ante la deteccion de cualquier suplemento dietético

adulterado o mal etiquetado una vez este se encuentre disponible en el mercado (FDA,

2024).

Asimismo, la FDA establece en el capitulo <2750> las practicas de fabricacion de
suplementos dietéticos, detallando los requisitos que deben cumplir las empresas
responsables de estos productos, asi como las normas adicionales para garantizar su
calidad, seguin lo indicado por la USP-NF. Este capitulo abarca el proceso, las instalaciones
y los controles necesarios para el envasado, etiquetado, almacenamiento y distribucion de
suplementos dietéticos, con base en las buenas practicas vigentes. El objetivo es asegurar
que los fabricantes mantengan estdndares de calidad en la produccion y supervisen

regularmente los suplementos para su uso previsto (FDA, 2024).

Debido a que los suplementos dietéticos en forma de gomita son una forma de
dosificacion relativamente reciente, en la actualidad unicamente se han llevado a cabo
pocos estudios en los que se evalta la calidad de los mismos (Cohen et al., 2023). Erland
& Saxena en 2017 analizaron 30 suplementos de melatonina de diferentes marcas y
presentaciones, con el fin de evaluar una posible presencia de serotonina y la variabilidad

en el contenido de melatonina respecto a lo declarado en la etiqueta de cada producto. Para
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la cuantificacion de melatonina y serotonina se utilizé cromatografia HPLC con deteccion
electroquimica y para confirmar la presencia de serotonina se utilizé cromatografia HPLC
con deteccion por espectrometria de masas. Tras el analisis se encontrd que el contenido de
melatonina presente en los productos oscilaba entre el —83% y el +478 % de la cantidad
declarada en la etiqueta. Ademas, la variabilidad entre lotes oscilaba hasta en un 465%. Por
otra parte, se identifico la presencia de serotonina en 8 de los suplementos analizados, en

cantidades de 1 hasta 75 pg (Erland & Saxena, 2017).

De manera similar, en 2023 Cohen et al. evaluaron la cantidad de melatonina y
cannabidiol (CBD) en gomitas de melatonina vendidas en Estados Unidos, siendo este el
primer estudio de su clase en dicho pais. Para dicho estudio, se analizaron 25 marcas de
gomitas de melatonina mediante Cromatografia Liquida de Ultra Alta Presion (UHPLC),
las cuales se reconstituyeron inicialmente en metanol y una mezcla acuosa de acetonitrilo-
metanol y posteriormente se analizaron mediante cromatografia liquida de ultra alta
resolucion con matriz de fotodiodos. De los productos analizados, 5 declararon el CBD
como ingrediente y su cantidad oscilaba entre 104% y 118% de la cantidad indicada en la
etiqueta. Asimismo, una de las marcas analizadas contenia niveles detectables de
melatonina, pero, a su vez, también contenia CBD (el cual no se encontraba declarado en
la etiqueta). En los productos restantes, la cantidad de melatonina detectada variaba
respecto a la cantidad real presente en los productos, oscilando entre el 74% y el 347% de
la cantidad declarada en la etiqueta nutricional. Ademas, 22 de los 25 productos analizados
(88%) se encontraban etiquetados incorrectamente y Uinicamente 3 de los productos (12%)
contenian una cantidad de melatonina aceptable (que se encontraba dentro del £10%) de la

cantidad declarada (Cohen et al., 2023).

En 2005 Salazar desarrollé el tnico estudio de su clase en Guatemala para evaluar la
calidad en distintos suplementos dietéticos de melatonina, pero tinicamente en forma de
tableta o comprimido, con y sin recubrimiento. Por lo tanto, aiin no se ha llevado a cabo
ningun estudio en el que se evalue la calidad de los suplementos dietéticos de melatonina
en forma de gomita en el pais, y, por ende, no se ha evaluado si estos productos realmente

cuentan con la cantidad de melatonina declarada en sus etiquetas.



B. Justificacion

De acuerdo a las caracteristicas farmacologicas de la melatonina, esta se ha convertido
en una de las alternativas mas utilizadas para inducir el suefo, ejerciendo una funcion
reguladora en la sincronizacion interna de los ritmos bioldgicos. La suplementacion con
melatonina se ha encargado de reforzar el ciclo fisiologico de sueno y de mediar las fases
del ciclo circadiano, pero el atractivo que ha adquirido la melatonina se debe
principalmente a su asociacion con la "naturalidad" en comparacion con otros somniferos
farmacoldgicos. Sin embargo, no se puede deducir el verdadero perfil de seguridad de estos
productos, ya que muchos de estos se comercializan ilegalmente o no cuentan con los
registros sanitarios necesarios debido a la falta de supervision regulatoria, conllevando a
que haya una amplia disponibilidad en el mercado sin saber realmente si estos productos

cuentan con la cantidad de ingredientes declarados en sus etiquetas (Lee et al., 2023).

Debido a que la melatonina es considerada un suplemento dietético, esta corresponde
a un producto de venta libre que se comercializa en distintas formas, como: tabletas orales
de liberacion inmediata y prolongada, formulaciones liquidas y gomitas (también
conocidas como geles masticables). Las dosis recomendadas de melatonina varian entre un
rango amplio, pudiendo ser de 0.1 mg hasta mas de 20 mg, pero se desconoce la dosis
optima para los distintos usos que se le atribuyen. Sin embargo, las dosis tipicas se

encuentran entre 1 y 5 mg (Givler et al., 2023).

Los suplementos dietéticos en forma de gomitas han adquirido gran popularidad en el
mercado debido a que le brindan al consumidor una apariencia de dulce o caramelo,
resultando atractivo para los consumidores de todas las edades. Sin embargo, los productos
de melatonina no se encuentran regulados por la Administracion de Medicamentos y
Alimentos de Estados Unidos (FDA), por lo que se comercializan sin receta como

suplementos dietéticos o alimentos (Cohen et al., 2023).

Debido a que la FDA no regula la melatonina, las formulaciones que se encuentran
disponibles comercialmente pueden incluso encontrarse adulteradas. Se ha demostrado que
el contenido de melatonina en las formulaciones comercializadas en Estados Unidos, el

cual corresponde a un pais de suministro popular para Guatemala, varia entre el 17% y el



478% de las cantidades de melatonina que se encuentran indicadas en las etiquetas de los
productos (Lee et al., 2023). Asimismo, a pesar de que en Guatemala Gnicamente existen
dos marcas comerciales registradas actualmente, no se ha llevado a cabo algun estudio que
evalte y corrobore que la cantidad de melatonina en estos productos corresponde a la
cantidad indicada en sus etiquetas nutricionales. Por ende, esto podria conllevar a un
posible riesgo en la salud y seguridad del consumidor, ya que existe cada vez una mayor

ingesta de productos de melatonina entre la poblacion.

Mediante este estudio se disefio y validé el método de cromatogratia HPLC para la
cuantificacion de melatonina en suplementos dietéticos en forma de gomita que se
comercializan en Guatemala, ya que esta novedosa forma de dosificacion ha adquirido gran
popularidad en los ltimos afios. Dicha popularidad se debe principalmente a su atractiva
apariencia y sabor, pero esto también ha conllevado al aumento de la preocupacion de
seguridad debido a los estudios previamente mencionados. Por su parte, la cromatografia
HPLC es uno de los métodos mas utilizados para la identificacién y cuantificacion del
ingrediente activo presente en una muestra de andlisis, por lo que puede brindar resultados
precisos para la evaluacion de la calidad de estos productos y corroborar si estos cuentan

con la cantidad de melatonina declarada en la etiqueta nutricional.

C. Planteamiento del problema

(El método por cromatografia HPLC corresponde a un método valido y reproducible
para la cuantificacion de melatonina en suplementos dietéticos en forma de gomita que se

comercializan en Guatemala?

D. Alcance y limitantes del problema

1. Alcance

Generar informacién cientifica mediante el disefio y validacion de una metodologia

analitica confiable y robusta para la cuantificacion de melatonina en suplementos dietéticos



en forma de gomita. Para ello, se valido el método de cromatografia HPLC para el anélisis
de este principio activo en dichos suplementos, ya que actualmente se carece de estudios
llevados a cabo en gomitas de melatonina. Como resultado de dicho anélisis, se busca
impactar positivamente en la Salud Publica, a través de la deteccion de las marcas de
gomitas de melatonina que no cumplen con la concentracion de melatonina declarada en
su etiqueta nutricional, brindando asi informacion transparente y verificable al consumidor

sobre la calidad de estos productos.

2. Limitantes

En este estudio no se evaluaron las caracteristicas farmacocinéticas y farmacologicas
de los suplementos, asi como los aspectos de seguridad tras su ingestion. Tampoco se
evaluaron aspectos como la calidad fisica o quimica de estos suplementos dietéticos.

Respecto al método, en este estudio no se evaluo el pardmetro de reproducibilidad.



III. Marco teorico

A. Suplementos dietéticos

1. Consumo de suplementos dietéticos

Durante los tultimos 20 afos, el uso de suplementos dietéticos ha aumentado
considerablemente en distintos paises alrededor del mundo, dando lugar a que cada vez
haya mas productos, marcas y formulaciones disponibles en el mercado, las cuales se
distribuyen a través de una amplia variedad de canales de comercializacion. En 2021, se
estim6 que el valor del mercado mundial de suplementos dietéticos ascenderia a
aproximadamente 152 mil millones de ddlares y se espera que alcance los 300 mil millones
de dolares para el ano 2028. Asimismo, el mercado global actual de los suplementos
dietéticos se caracteriza por su constante aumento en ventas, lo cual evidencia que se han
convertido en un complemento importante de la dieta de las personas alrededor del mundo

(Djaoudene et al., 2023).

Debido a la creciente demanda, las investigaciones relacionadas con este campo
también han aumentado, ya que actualmente pueden encontrarse mas de 69.000 articulos
sobre suplementos dietéticos publicados a través de PubMed entre el 2012 y el 2022.
Asimismo, las ventas de suplementos dietéticos aumentaron drasticamente durante el afio
2020 debido a la pandemia de COVID-19 en aproximadamente un 50% entre el 2018 y el

2020, superando asi los 220 mil millones de dolares para este aiio (Djaoudene et al., 2023).

A medida que el mercado de los suplementos dietéticos ha ido en aumento, también
existe una mayor preocupacion por la calidad de los mismos. Por lo tanto, es necesario
exigir estandares de calidad globales y prestar mayor atencion a las regulaciones vigentes,
ya que los productos adulterados o mal etiquetados pueden conllevar a un aumento en la

aparicion de efectos adversos (Djaoudene et al., 2023).

A diferencia de los productos farmacéuticos, los suplementos dietéticos actualmente

se encuentran poco regulados, y existe poco acuerdo entre los paises respecto al alcance
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que pueden tener estos productos, los requisitos regulatorios que deberian tener, la
definicidn, o incluso, la terminologia que puede utilizarse para clasificarlos. Asimismo, la
mayor preocupacion respecto al uso de estos productos se debe principalmente a que no

hay datos suficientes para respaldar su uso generalizado (Djaoudene et al., 2023).

Figura No. 1: Distribucion geografica del mercado de suplementos dietéticos
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Figura No. 2: Nivel de crecimiento del mercado de suplementos dietéticos en todo el
mundo
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2. Aspectos regulatorios para suplementos dietéticos

a. Estados Unidos

La Ley Federal de Alimentos, Medicamentos y Cosméticos (FD&C) se modific en
1994 por la Ley de Salud y Educacion sobre Suplementos Dietéticos (DSHEA), la cual se
encargo de definir el término "suplemento dietético". Segun la legislacion vigente, la FDA
no posee autoridad sobre los suplementos dietéticos para aprobar su seguridad y eficacia,
incluyendo con ello la evaluacion de su etiquetado previo a que estos se comercialicen en
el mercado. Ademas, segin la Ley FD&C, las empresas de suplementos dietéticos deben
adquirir la responsabilidad de garantizar que sus productos no infrinjan la ley y cumplan

las normas de seguridad designadas para los suplementos dietéticos (FDA, 2022).

Las etiquetas de los suplementos dietéticos deben incluir toda la informacion pertinente
respecto a la informacién nutricional, la cual debe incluir: el tamafio de la porcion, la
cantidad de porciones por envase y una lista de todos los ingredientes dietéticos que
contiene el producto con sus respectivas cantidades por porcién. Asimismo, las etiquetas
deben incluir en la parte delantera una declaracion del producto que lo identifique como un
"suplemento dietético". De lo contrario, sebe incluir un término descriptivo similar como:

"suplemento de hierro" o "suplemento herbal" (FDA, 2022).

Sin embargo, a pesar que la FDA no se encarga de aprobar los suplementos dietéticos,
esta si participa en su regulacion. Por ende, las empresas no pueden comercializar un
suplemento dietético sin notificarlo previamente a la FDA, ya su la regulacion comienza
una vez estos se encuentren en el mercado. La regulacion por parte de la FDA consiste en
inspeccionar periddicamente las instalaciones de fabricacion de suplementos dietéticos, a
manera de corroborar que estas cumplan con los requisitos de fabricacion y etiquetado
aplicables. Asimismo, la FDA también se encarga de revisar la informacion presente en las
etiquetas de los productos y los sitios web de las empresas, a manera de garantizar que los
productos estén etiquetados correctamente y que no incluyan afirmaciones que puedan

convertirlos en medicamentos (FDA, 2022).
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La FDA también se encarga de supervisar periddicamente los informes de efectos
adversos presentados por las empresas, los profesionales de la salud y los consumidores,
asi como otro tipo de quejas que involucren a los suplementos dietéticos, a manera de
obtener informacion respecto a la seguridad de los productos una vez se encuentren en el
mercado. Si la FDA descubre que un producto infringe la ley, esta puede: trabajar
conjuntamente con la empresa para que este cumpla, pedirle a la empresa que lo retire

voluntariamente del mercado o tomar medidas alternativas para retirarlo (FDA, 2022).

b. Guatemala

La Norma Técnica 14 Version 02-2022: Norma Técnica para la evaluacion y
obtencion de registro sanitario de suplementos alimenticios y complementos alimenticios
para la poblacion a partir de los tres arios de edad, en el departamento de regulacion y
control de alimentos, fue aprobada en 2022 por el Ministerio de Salud Publica y Asistencia
Social de Guatemala (MSPAS) y entr6 en vigencia el 24 de septiembre del mismo afio

(MSPAS, 2022).

Esta Norma Técnica tiene como objetivo establecer las condiciones y requisitos
optimos para la obtencidn del registro sanitario de un suplemento dietético, asi como su
posterior vigilancia cuando este se comercialice en el mercado. Por ende, mediante esta
Norma Técnica se establecen las condiciones y los requisitos necesarios para la obtencion
del registro sanitario en Guatemala, incluyendo aquellos suplementos alimenticios que son
importados por personas fisicas o juridicas, y excluyendo todos aquellos productos que son
clasificados como medicamentos, productos homeopaticos, herbolarios, botanicos y

cualquier otro producto declare excipientes en su formulacion (MSPAS, 2022).

Entre los requisitos necesarios que deben presentarse para solicitar el registro sanitario
de un suplemento dietético en el pais, se encuentra la formula cualitativa y cuantitativa del
producto y su respectiva Ficha Técnica, en la cual debe indicarse detalladamente el nombre,
contenido neto, listado de ingredientes, uso destinado, caracteristicas nutricionales
aplicables, vida 1til y condiciones de almacenamiento que deben tomarse en cuenta. De

igual forma, debe presentarse un expediente del producto y una cantidad de muestras
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establecidas por el Laboratorio Nacional de Salud (LNS), con su respectivo ntimero de lote

y fecha de caducidad (MSPAS, 2022).

El registro sanitario de los suplementos dietéticos en Guatemala establece una vigencia
de 5 afios, donde, para otorgarlo, el producto debe cumplir con los requisitos aplicables
para su etiquetado. En estas se deben especificar las advertencias e instrucciones necesarias
para su consumo y no debe contener afirmaciones que hagan alusion a que el producto
cuenta con propiedades terapéuticas. Por otra parte, entre los requisitos necesarios para
solicitar el registro sanitario de un suplemento dietético se incluyen: la boleta de pago por
derecho de tramite, el etiquetado primario y secundario con los requerimientos aplicables
en cada caso y el Certificado de Libre Venta (CLV), o, en caso que no haya CLV o algin
equivalente, el Certificado de Buenas Practicas de Manufactura (MSPAS, 2022).

Entre los criterios establecidos para evaluar los rangos permisibles de nutrientes

presentes en los suplementos dietéticos se encuentran los siguientes:

1) El minimo de contenido de los nutrientes debe corresponder al 20% de la dosis diaria
recomendada, por lo que, si esto no cumple, no debe declararse en la etiqueta.

2) El maximo contenido de nutrientes presente en un suplemento dietético debe
establecerse de acuerdo al valor de ingesta maxima tolerable (UL), ingesta maxima

observada (HOI) o el nivel sin efecto adverso observado (NOAEL) respectivo.

(MSPAS, 2022)

B. Melatonina

1. Propiedades fisicas y quimicas

La melatonina, o N-acetil-5-metoxi-triptamina, corresponde a una indolamina con un
peso molecular de 278 kDa que es producida principalmente por la glandula pineal durante
la noche. Esta secrecion nocturna se basa en la actividad de un reloj circadiano que se

encuentra localizado en el nucleo supraquiasmatico del hipotalamo, donde la luz
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corresponde al principal factor que inhibe su sintesis. Esta inhibicién puede ser total o
parcial dependiendo si la persona se expone a demasiada luz durante la noche (Pin et al.,
2014). Ademas, al ser una indolamina, la melatonina cuenta con caracteristicas lipofilicas
e hidrofilicas, por lo que cuenta con la capacidad de atravesar las barreras corporales
facilmente, pudiendo asi atravesar la barrera hematoencefalica y permitiendo con ello su
accion sobre los receptores de membrana, citoplasmaticos y nucleares (Saavedra et al.,

2021).

Figura No. 3: Estructura quimica de la melatonina
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(Hardeland et al., 2006).

2. Fisiologia

La glandula pineal se encuentra en el centro del cerebro, especificamente detras del
tercer ventriculo. Aqui los pinealocitos (principales células de la glandula pineal) son los
encargados de producir indolaminas (melatonina) y péptidos vasoactivos. La produccion y
secrecion de melatonina se encuentra estimulada por distintas fibras del nervio
postganglioénico que se encuentra en la retina, donde esta hace un recorrido por el tracto
retinohipotaldmico hacia el nucleo supraquiasmatico y el ganglio cervical superior
respectivamente, y llega finalmente a la glandula pineal. Este sistema neuronal se ve

estimulado por la falta de luz, por lo que se inactiva con la presencia de esta (Illnait, 2012).
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Figura No. 4: Glandula pineal

(Saavedra et al., 2021).

La iluminacion ambiental posee un efecto significativo en el ritmo de la sintesis de
melatonina, donde la duracion de su pico de secrecion se correlaciona con la duracion de
la noche. El ritmo circadiano de la secrecion de melatonina es controlado por un marcapaso
endogeno que se encuentra en el nicleo supraquiasmatico, donde la presencia de luz
ambiental ocasiona que este sea mas lento (Illnait, 2012). La sintesis de melatonina
comienza durante la noche, principalmente entre las 20:00 y las 22:00 horas y alcanza una
concentracion plasmdtica maxima de 100 y 200 pg/ml entre las 24:00 y las 4:00 de la
madrugada. Posteriormente, esta disminuye gradualmente durante el resto del periodo de
oscuridad, llegando a ser minima durante el dia con una concentracion plasmatica de 10 y

30 pg/ml (Poza et al., 2018).

El efecto sincronizador con la luz comienza en la etapa fetal y oscila dependiendo
de los niveles de la melatonina materna, variando respecto a la hora del dia en la que se
haga la exposicion y respecto a la intensidad, duracion y longitud de onda de la luz. El
espectro de luz es especialmente importante, ya que las células ganglionares que se
encuentran en la retina contienen melanopsina, la cual corresponde a un fotorreceptor que
es sensible a la luz e influye en el correcto funcionamiento del ritmo circadiano (Poza et

al., 2018).

Durante la nifiez, la produccion de melatonina inicia entre los 3 y 4 meses de edad,
donde la glandula pineal inicia segregando poca melatonina. La produccién de melatonina

se va incrementando a lo largo de la infancia, alcanzando un pico maximo entre los 8 y 10
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afios de edad. Posteriormente, la concentraciéon de melatonina disminuye conforme la
persona envejece, por lo que, a partir de la pubertad, la sintesis se reduce de forma brusca.
Pasados los 40-45 afos esta disminuye paulatinamente y en mayores de 70 afios los niveles
de melatonina ya no son capaces de superar ni el 10% de la produccion que se genera

durante la infancia (Poza et al., 2018).

3. Sintesis

Hasta mediados de los afios setenta se consideraba a la melatonina como una hormona
que se producia unicamente en la gldndula pineal. Sin embargo, actualmente se tiene
conocimiento de que esta se sintetiza en diversos drganos extrapineales y no endocrinos,
como: la glandula harderiana, la piel, la médula oOsea, la retina, las células del tracto
gastrointestinal productoras de serotonina, el cerebelo y el sistema inmunitario. Tanto la
sintesis como la secrecion de melatonina se encuentran reguladas por el ntucleo
supraquiasmatico (NSQ). Del mismo modo, la melatonina se encarga de modular el NSQ
y los relojes periféricos que se encuentran repartidos por todo el cuerpo, convirtiéndola en

un marcador del ritmo circadiano (Poza et al., 2018).

Para la sintesis de melatonina, las células de la glandula pineal utilizan el triptéfano,
un aminodcido esencial que proviene de los alimentos. Este, mediante un proceso de
hidroxilacion, se convierte en 5-hidroxitriptéfano por la enzima triptéfanohidroxilasa, sufre
una decarboxilacion por la enzima 5-hidroxitriptofano descarboxilasa, y se transforma
posteriormente en serotonina. Al detectar oscuridad, automaticamente se activa el sistema
neuronal y se produce una descarga del neurotransmisor norepinefrina, el cual se une a los
receptores adrenérgicos 1 de los pinealocitos y activa la adenilciclasa, incrementando con
ello el AMP ciclico y transformando la serotonina en N-acetilserotonina por accion de la
N-acetiltransferasa. Esta posteriormente se metila debido a una reaccion catalizada por la

enzima hydroxilindol-O-metiltransferasa y da lugar finalmente a la melatonina (Illnait,

2012).

Otros factores que también pueden influir en la sintesis de la melatonina puede ser la

cantidad de folatos y vitamina B6 en el organismo los nifios en la pre pubertad, pero no en
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adultos, actuando como coenzimas durante la descarboxilacion del triptofano (Saavedra et

al., 2021).

Figura No. 5: Sintesis de la melatonina
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(Argiielles & Bonmati, 2015).

4. Mecanismo de accion

La melatonina es capaz de ejercer sus acciones farmacologicas utilizando dos
receptores principales: el receptor MT1 (cuenta con una alta afinidad) y el receptor MT2
(cuenta con una baja afinidad). Ambos receptores se encuentran situados en el nicleo
supraquiasmatico del hipotalamo, pero también pueden encontrarse en otros tejidos del

cuerpo, como: el intestino, el endotelio de vasos sanguineos y los ovarios. Asimismo,
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ambos forman parte de la familia de receptores acoplados a proteinas G que se encargan de
inhibir la adenilatociclasa. La accidon de la melatonina en cada receptor es especifica, ya
que en el receptor MT 1 la melatonina puede controlar el efecto promotor de suefio, mientras
que en los receptores MT2 puede modificar el periodo del ciclo circadiano debido a su

propiedad cronobiotica (Pérez et al., 2014).

Por otra parte, la melatonina es capaz activar las enzimas antioxidantes: la
superoxidodismutasa, la glutationreductasa, la glutationperoxidasa y la catalasa, asi como
facilitar el transporte de electrones utilizando la cadena respiratoria mitocondrial,
reduciendo de esta manera la pérdida neuronal por apoptosis, la formacién de carbonilos,
la lipoperoxidacion y el dafio secundario al ADN. Asimismo, la melatonina protege al
citoesqueleto neuronal, el cual es el responsable de mantener las diversas formas y

funciones neuronales (Pérez et al., 2014).

Se ha vinculado a la melatonina con distintos procesos celulares, neuroendocrinos y
neurofisiologicos, destacando su influencia en el ritmo circadiano, la liberacion de
hormonas ciclicas, la regulacion del sistema inmunolodgico y su capacidad antioxidante, por
lo que evita la presencia de radicales libres. Su funcion antioxidante posee la facilidad de
atravesar las barreras corporales y cuenta con una funcién neuroprotectora, ya que previene
el estrés oxidativo en el sistema nervioso central. Las especies reactivas de oxigeno cuentan
con un efecto toxico en la membrana mitocondrial interna, lo cual ocasiona el aumento del
flujo de calcio hacia el interior del organelo y conlleva a la formacion de radicales libres.
El mecanismo antioxidante de la melatonina no conoce con certeza, pero se considera que
esta se une a la membrana de la mitocondria y estabiliza su fluidez, normalizando con ello

el flujo de calcio hacia el interior (Pérez et al., 2014).

5. Farmacocinética de la melatonina exégena

a. Absorcion

La melatonina es una hormona que presenta una farmacocinética lineal, ya que se

absorbe rapidamente y alcanza su concentracion maxima en aproximadamente 45 minutos
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posterior a su administracion. Por otra parte, presenta baja biodisponibilidad (3-33%)

debido al efecto de primer paso hepatico (Tordjman et al., 2017).

La farmacocinética de la melatonina dependera principalmente del tipo de melatonina,
la via de administracion y la dosis que ingiera la persona. Al administrarse via oral, el nivel
maximo que alcanza en el plasma tarda entre 30 y 60 minutos, manteniendo la misma
concentracion durante aproximadamente 3-4 horas, para luego disminuir rdépidamente con
una semivida de entre 40 y 50 minutos (Illnait, 2012). Por otra parte, al administrarse via
intravenosa la biodegradacion hepatica es menos importante, ya que no se lleva a cabo el
primer paso hepatico. Respecto a ello, se ha demostrado que existe una relacion inversa
entre la biodisponibilidad de la melatonina y el area bajo la curva de las concentraciones
de la 6-sulfatoxi-melatonina, donde se ha observado una baja biodisponibilidad debido al

primer paso hepatico (Tordjman et al., 2017).

b. Distribucion

La melatonina es una hormona muy lipofilica, por lo que no se almacena directamente
en la glandula pineal, sino que esta es liberada a los capilares conforme se sintetiza. Una
vez en sangre, esta se une a proteinas, en su mayoria albimina (60-70%), y se distribuye
desde el plasma hacia la mayoria de los tejidos, 6rganos y fluidos corporales, atravesando

facilmente la barrera hematoencefélica (Pin et al., 2014).

c. Metabolismo

Luego de su distribucion en el organismo, la melatonina se metaboliza en el higado,
donde sufre una hidroxilacion a 6-hidroximelatonina por las enzimas CYP1Al y CYP1A2
que se encuentra en el citocromo P450, seguida de conjugacion de sulfato (70%) y
glucurdnido (30%) antes de su excrecion en la orina. El metabolismo de la melatonina es
muy rapido, donde la concentracion de 6-hidroximelatonina en el plasma puede aumentar
casi inmediatamente luego de que la melatonina exdgena entre en la circulacion sistémica

(Tordjman et al., 2017).
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d. Excrecion

La semivida de la eliminacion de la melatonina en orina es de aproximadamente 45
minutos en adultos sanos. La eliminacién se encuentra constituida aproximadamente del
90% de conjugados de sulfato y glucurénido de la 6-hidroximelatonina y alrededor del 10%

de la melatonina que no logra metabolizarse (Tordjman et al., 2017).

6. Fuentes naturales de melatonina

La melatonina se encuentra presente en diversos alimentos, principalmente en plantas
comestibles y productos de origen vegetal, conteniendo no s6lo la melatonina como tal,
sino también su precursor. Las concentraciones de melatonina en las plantas pueden variar,
desde picogramos hasta microgramos en el tejido vegetal, pudiendo detectar la cantidad de

melatonina mediante técnicas cromatograficas e inmunologicas (Ahmad et al., 2023).

La melatonina en las plantas posee un rol importante en la reduccion del estrés
oxidativo, en la promocién del crecimiento y la germinacion de las semillas. Asimismo, la
melatonina ayuda a estimular su sistema inmunoldgico, modular su ritmo circadiano,
controlar el cierre de los estomas en las hojas y actiia como un agente antiestrés en la planta
ante los distintos factores ambientales, como: la sequia, los quimicos toxicos, la radiacién
ultravioleta, las altas o bajas temperaturas, el estrés hidrico y el estrés bidtico (Ahmad et

al., 2023).

La melatonina se encuentra presente en distintos tipos de alimentos, sin embargo, la
cantidad de melatonina varia respecto al tipo de alimento y entre una especie a otra, ya que
esta puede distribuirse de manera desigual debido a las diferentes caracteristicas dindmicas
y biofisicas de los 6rganos del animal o la planta. Por ejemplo, en las plantas comestibles
los frutos generalmente contienen una menor cantidad de melatonina a comparacion de las
semillas y las hojas, las cuales presentan una cantidad mas elevada. Asimismo, la
concentracion de melatonina en los productos vegetales también se encuentra asociada con
el entorno en el que se cultivan, por lo que puede variar dependiendo de la temperatura, la
duracion de la exposicion a la luz solar, el proceso de maduracion y el tratamiento

agroquimico al que fue expuesta la planta (Meng et al., 2017).
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Cuadro No. 1: Cantidad de melatonina presente en algunas plantas comestibles

Planta Cantidad de Parte de la planta en la
melatonina presente que se encuentra
Tomate 3-114 ng/g Fruta
Fresa 1-11 ng/g Fruta
Arroz/cebada 300-1000 pg/g Semilla
Maiz 14-53 ng/g Semilla
Nueces 3—4ng/g Semilla
Pimienta negra 1093 ng/g Hoja
Curcuma 120 ng/g Raiz
Cilantro 7 ng/g Semilla
Mostaza negra 129 ng/g Semilla
Almendra 39 ng/g Semilla
Cereza 18 ng/g Fruta
Granada 5.5 ng/g Fruta
Rébano blanco 485 ng/g Bulbo

(Ahmad et al., 2023).

Cuadro No. 2: Cantidad de melatonina presente en algunos alimentos de origen animal

Alimento de origen Cantidad de Parte del animal en la
animal melatonina presente que se encuentra
Cordero 1.6 ng/g Carne

Res 2.1 ng/g Carne
Cerdo 2.5 ng/g Carne
Salmon 3.7 ng/g Carne
Pollo 2.3 ng/g Carne
Gallina 1.5 ng/g Huevos

(Meng et al., 2017).

7. Usos terapéuticos actuales

a. Resincronizador del ritmo circadiano y los ciclos vigilia-suefio

El principal uso de la melatonina se basa en su capacidad de resincronizar el ritmo

circadiano y los ciclos vigilia-suefio. La melatonina ejerce una funcion cronobidtica sobre

el nicleo supraquiasmatico (NSQ), donde el control del ritmo circadiano que ejerce el NSQ
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se encuentra sincronizado por la luz ambiental y también sincroniza al resto del organismo
a través de la sintesis de melatonina. De igual forma, la melatonina puede actuar sobre el
NSQ para mejorar dicha resincronizacion, donde los elevados niveles de melatonina en
sangre se convertiran en los encargados de indicarle al organismo que es de noche y

contribuirdn a organizar el ritmo homeostatico (Poza et al., 2018).

La melatonina cuenta con la funcién de ayudar en dicha sincronizacion, ya que esta
actlia sobre los receptores MT1 y MT2 que se encuentran en el NSQ del hipotalamo, el cual
corresponde al lugar del principal regulador circadiano. Aqui, la melatonina se encarga de
resincronizar el ritmo circadiano que se encuentra desordenado, para asi inducir el suefio

en la persona (Kostoglou, 2013).

Asimismo, cuando la secrecién enddgena de melatonina disminuye o cuando el ritmo
circadiano natural de la melatonina es anormal, la administracion de melatonina exdgena
puede contribuir a mejorar la calidad del suefio del consumidor, asi como aumentar su
duracion. Las ventajas que posee la melatonina en comparacion con otros farmacos
inductores del suefio, recaen cominmente en la ausencia de sintomas de abstinencia y
adiccidn tras su consumo. Sin embargo, la melatonina tiene una vida media sumamente

corta en la circulacion sistémica y posee una leve accion hipnotica (Kostoglou, 2013).

b. Agente antioxidante

Una de las principales funciones de la melatonina se encuentra relacionada con sus
efectos antioxidantes. En los humanos existe un alto consumo de oxigeno en el cerebro, lo
cual ocasiona la aparicion de estrés oxidativo y genera moléculas toxicas de radicales libres
en el cuerpo. Estas moléculas son elevadamente reactivas y son capaces de dafiar el ADN,
las proteinas y la membrana celular. La melatonina entra en accion al neutralizar de manera
directa los radicales toxicos, eliminandolos de manera endogena a través de su funcion
como antioxidante. Por ende, la melatonina se ha convertido en una opcién sumamente
eficaz, incluso en bajas concentraciones, para proteger a los organismos vivos ante el estrés

oxidativo (Ahmad et al., 2023).
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8. Dosificacion

La melatonina exdgena debe administrarse a la misma hora, aproximadamente entre
30 y 60 minutos antes de dormir. La dosis recomendada en nifios mayores de 1 afio es de 1
a 3 mg de melatonina, evaluando inicialmente la necesidad que posee el nifio para dormir
para administrar la dosis mas adecuada. En ocasiones, los nifios que cuentan con trastornos
neurologicos pueden necesitar dosis mayores (Pin et al., 2014). Si la dosis administrada de
melatonina es muy baja, puede que esta no sea eficaz, mientras que, si es demasiado alta,
pueden desaparecer los efectos cronobiologicos en el organismo y quedar soélo los

hipnéticos (Pin et al., 2014).

9. Efectos adversos e interacciones farmacologicas

Generalmente la melatonina exdgena es bien tolerada, por lo que actualmente no se
han reportado efectos adversos significativos. Segun la Agencia Europea de Medicamentos,
los efectos adversos pueden clasificarse de la siguiente manera: muy frecuentes (>1/10);
frecuentes (>1/100 a <1/10); poco frecuentes (>1/1,000 a <1/100); raros (>1/10,000 a
<1/1,000); muy raros (<1/10,000) (Illnait, 2012). Haciendo énfasis en ello, los efectos
adversos mas reportados al llevar a cabo un tratamiento con melatonina exdgena han sido

clasificados como raros:

a. Psiquiatricos (irritabilidad, nerviosismo, inquietud, insomnio, suefios anormales,
ansiedad).

b. Trastornos del sistema nervioso (migraiia, letargia, hiperactividad psicomotriz, mareos,

somnolencia).
c. Gastrointestinales (dolor abdominal, dolor en epigastrio, dispepsia, sequedad de boca).
d. Vasculares (hipertension arterial).
e. Hepaticos (hiperbilirrubinemia, alteracion de pruebas funcionales).
f. Dermatolégicos (dermatitis, sudoracidon nocturna, prurito, exantema, prurito

generalizado, piel seca).
g. Osteomusculares (dolor en las extremidades).
h. Genitourinarios (sintomas menopausicos, glucosuria, proteinuria)

(Illnait, 2012)
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Entre los efectos adversos méds comunes de estos se ha reportado la aparicion de
nausea (1.5%), cefalea (7.8%), mareo (4.0%) y somnolencia (20.33%), los cuales pueden
variar respecto a la dosis de melatonina administrada, la presencia o ausencia de
alteraciones del suefio y la duracion del tratamiento, asi como el sexo y la edad del
consumidor (>1 afio) (Pin & Lluch, 2011). Asimismo, debido a que la melatonina
corresponde a una hormona producida naturalmente, las reacciones alérgicas que puede
llegar a ocasionar en el consumidor pueden deberse principalmente a los excipientes que

se encuentran en algunas formulaciones (NIH, 2024).

A pesar de ser bien tolerada, una vez se lleve a cabo el tratamiento con melatonina
se debe tener precaucion en pacientes con enfermedades autoinmunes, como artritis
reumatoide o post-trasplante de drganos, ya que la melatonina es capaz de estimular la
funcion del sistema inmunoldgico (NIH, 2024). Asimismo, la administracion de
suplementos de melatonina en nifios y adolescentes pareciera ser segura, pero actualmente
se carecen de estudios sobre sus efectos a largo plazo, por lo que no hay poca informacion
al respecto. Por ende, y debido a que la melatonina corresponde a una hormona, es posible
que el consumo constante de estos suplementos pueda llegar a afectar el desarrollo
hormonal, afectando con ello la pubertad, los ciclos menstruales y la sobreproduccion de

la hormona prolactina (NIH, 2024).

Respecto a las interacciones farmacolodgicas de la melatonina, al metabolizarse por
el citocromo P450 se debe tener especial precaucion en utilizarla simultdneamente con
inhibidores potentes de dicha enzima. Asimismo, la melatonina no debe utilizarse
simultdneamente con otros medicamentos sedantes o hipndticos, ya que dicha combinaciéon
puede ocasionar una sedacion excesiva en el paciente (NIH, 2024). Por otra parte, se ha
demostrado que el habito de fumar, como el consumo excesivo de cafeina pueden provocar
alteraciones en los niveles sanguineos de melatonina. Esto se debe a que el consumo de
tabaco disminuye los niveles de la melatonina en sangre, mientras que el consumo de

cafeina puede aumentarlos (Pin & Lluch, 2011).
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Cuadro No. 3: Influencia de los farmacos y sustancias en la secrecion de melatonina

Disminuyen la

Aumentan la

sulfatoximelatonina sulfatoximelatonina
Acetaminofén Indometacina Triptofano
Alcohol Interleucina-2 Piridoxina
Alprazolam Isradapina Niacina
Aspirina Luzindoles Marihuana
Atenolol Metilcobalamina Cripoheptadina
Benzarazida Metoprolol
Cafeina Nicotina
Clonidina Nifedipina
Dexametasona Nisoldipina
Diazepam Nitrendipina
Ditiazem Prazosin
Flunitrazepam Propranolol
Filodipina Reserpina
Fluoxetina Ridazolol
Ibuprofeno Vitamina b12

(Pin & Lluch, 2011).

C. Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC)

La cromatografia HPLC es una metodologia analitica que se utiliza para la

método es ampliamente utilizado para el analisis de productos farmacolédgicos gracias a su
precision en términos cuantitativos y cualitativos, por lo que ha contribuido
significativamente a diversos avances en la quimica analitica. En la cromatografia HPLC
se inyecta una solucion muestra en una columna que contiene la fase estacionaria.

Posteriormente se bombea un liquido (fase mévil) a través de la columna a alta presion, lo
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cual permite separar los componentes de la muestra en funcidon de sus interacciones con la

fase estacionaria (Kumar et al., 2023).

Los componentes presentes en la muestra migran a través de la columna a diferentes
velocidades debido a sus interacciones con la fase estacionaria y la fase modvil. Estas
interacciones generan una particion entre las fases, lo que provoca que cada compuesto
eluya en tiempos distintos, permitiendo asi su separacion. La precision de este método se
basa en la capacidad de la columna para discriminar entre los analitos, en funcion de sus
propiedades quimicas y fisicas, lo cual proporciona robustez para analizar diversas

muestras (Kumar et al., 2023).

1. Principio

El principio de la cromatografia HPLC se basa en la dispersion del analito dentro del
material de empaque de la columna, entre la fase estacionaria y la fase movil (eluyente).
En este proceso, la estructura quimica del analito es la responsable de la velocidad de
movimiento a través de la fase estacionaria, donde las interacciones intermoleculares que
se generan entre las moléculas de la muestra y el material de empaque dan como resultado
el tiempo de retencion. La unidad de deteccion se encarga de identificar los analitos luego
de que estos salen de la columna, y las sefales generadas se transforman y registran

mediante un sistema de gestion de datos (Manish et al., 2022).

2. Equipo

Los equipos HPLC constan de una serie de elementos clave para el analisis de una

muestra:
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Figura No. 6: Partes de un cromatografo HPLC
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(Skoog et al, 2015).

a. Deposito de solvente

El contenido de la fase moévil se encuentra dentro de un contenedor de vidrio, la cual
normalmente consiste en una mezcla de componentes liquidos polares y apolares, asi como
en la composicion de la muestra a analizar (Ali, 2020). El tipo y la composicion de la fase

movil son factores que influyen en separacion los componentes:

1) Cromatografia HPLC en fase normal: La fase mévil en la cromatografia HPLC de
fase normal es una sustancia no polar, mientras que la fase estacionaria es una sustancia
polar, dando como resultado que un el analito polar sea retenido. Un aumento de la
polaridad de las moléculas de soluto puede contribuir a la adsorcion, dando como

resultado una elucién mas prolongada (Priya, 2022).
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2) Cromatografia HPLC de fase reversa: La fase estacionaria de fase reversa es una
sustancia no polar, mientras que la fase movil es una sustancia polar o con moderada
polaridad. Debido a esto, la fase estacionaria no polar contendra los analitos menos
polares durante un periodo més largo que los analitos mas polares, dando como

resultado que el componente mas polar eluya primero (Priya, 2022).

b. Desgasificador

Para este estudio, los cromatdgrafos a utilizar cuentan con un desgasificador que
consta de un contenedor de vacio que posee 4 canales, 4 membranas tubulares de plastico
y una bomba de vacio. Al momento en que este se encienda, el circuito de control se encarga
de activar la bomba de vacio, la cual genera consigo un vacio parcial en el contenedor de
vacio, gracias a la sefial recibida mediante el sensor de presion. La bomba se encarga de
aspirar los disolventes que se encuentran en las botellas a través de las membranas tubulares
de plastico que posee el contenedor de vacio. Posteriormente, a medida que el disolvente
atraviese los tubos, cualquier gas que se encuentre disuelto en este atravesara las
membranas hasta el contenedor de vacio, los cuales ya se encontraran desgasificados por

completo (Agilent Technologies, 2021).

c¢. Bomba

La bomba en HPLC se encarga de suministrar el flujo de la fase movil a presion y
mediante caudales constantes expresado en mililitros por minuto (mL/min), por lo que
cualquier cambio que se generen en ambos pardmetros pueden ocasionar errores al
momento de obtener los resultados. Por ende, la bomba HPLC debe contar con robustez y
proporcionar las caracteristicas de flujo necesarias para que estas puedan ser reproducibles
ejecucion tras ejecucion. Los limites de presion operativa de la bomba cuentan con un
amplio rango segun los requisitos de analisis, donde, en una operacion analitica normal, la
presion de la bomba puede variar entre 2000 y 5000 psi, mientras que en aplicaciones donde
se utilice cromatografia UHPLC, la presion operativa puede elevarse hasta 15000 a 18000
psi (Ali, 2020).
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Los caudales normales en HPLC se encuentran en un rango de 1 a 2 ml/min, y las
bombeas tipicas pueden alcanzar presiones de 6.000 a 9.000 psi. Durante el analisis de una
muestra, la bomba puede proporcionar una composicion de fase movil isocratica
(constante) o una composicion de fase movil creciente (gradiente). Asimismo, las
variaciones que puedan generarse en los caudales de la fase movil pueden afectar el tiempo
de elucion de los componentes de la muestra, dando lugar a errores en las mediciones (Alj,

2020).

Para este estudio se utilizard una bomba cuaternaria, la cual se encuentra compuesta
por un desgasificador de vacio, una cabina de disolventes con un espacio apto para cuatro
botellas de un litro, y una bomba de gradiente que posee cuatro canales. También, cuenta
con una valvula de particion de alta velocidad y un dispositivo de bomba, lo cual contribuye
a la generacion de un gradiente por mezcla a baja presion. Este tipo de bomba consta de
dos émbolos y dos canales que se encuentran conectados una unidad de amortiguacion,
donde la medida y suministro de disolvente se lleva a cabo a través de un dispositivo que

puede generar hasta 400 bares (Agilent Technologies, 2021).

Figura No. 7: Bomba cuaternaria
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(Agilent Technologies, 2021).
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d. Inyector

Un inyector para un sistema HPLC se encarga de introducir con precision el volumen
de muestra a analizar en la columna y puede efectuarse de forma manual o automatica,
donde la inercia y la reproducibilidad de la inyeccidon son necesarias para que permanezca
un alto nivel de precision en el andlisis. En HPLC, la inyeccion de la muestra en la columna
debe efectuarse lo mas rapido posible, a manera de no generar una perturbacion en la fase

movil, ya que su flujo debe ser constante desde la columna hasta el detector (Ali, 2020).

Para este estudio se utilizd una inyeccién automatizada, la cual corresponde a una
alternativa que permite mejorar la productividad del laboratorio, asi como eliminar errores
personales al momento de la inyeccion (Ali, 2020). El mecanismo de transporte de los
inyectores se lleva a cabo mediante un movimiento X-Z-Theta a manera de optimizar la
recogida y el retorno de los viales. Por su parte, el brazo del inyector se encuentra accionado
por un motor que se encarga de recoger los viales y posteriormente colocarlos debajo de la
unidad de muestreo. Dicho movimiento se encuentra a su vez controlado por sensores y
codificadores Opticos para garantizar un correcto funcionamiento. Por tltimo, el dispositivo
de medida siempre se lava luego de cada inyeccion, a manera de garantizar un minimo

arrastre de contaminantes (Agilent Technologies, 2021).

El dispositivo de cabeza analitica estandar es el responsable de proporcionar
volimenes de inyeccion que se encuentran comprendidos entre 0.1 y 100 pl. La valvula de
inyeccion consta de seis puertos y se acciona a través de un motor de alta velocidad, donde,
al momento de muestreo, la valvula evita los inyectores automaticos y conecta directamente
el flujo de la bomba con la columna. Por tltimo, durante el andlisis, la valvula se encarga
de dirigir el flujo a través de los inyectores automaticos, garantizando asi que toda la
muestra se inyecte correctamente en la columna y elimine cualquier residuo antes de

proceder con la siguiente lectura (Agilent Technologies, 2021).
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Figura No. 8: Inyector automatico
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(Agilent Technologies, 2021).

e. Columnas

Las columnas de un equipo HPLC suelen ser de acero inoxidable pulido y miden entre
50 y 300 mm de largo, con un didmetro interno de entre 2 y 5 mm. En estas se encontrara
la fase estacionaria con un tamafo de particula de 3 a 10 um. La temperatura debe ser
constante durante todo el andlisis y debe mantenerse proporcional entre la fase mévil y la
columna. La fase estacionaria de la columna se encarga de separar los componentes
presentes en una muestra, utilizando para ello diversos parametros fisicos y quimicos. Las
pequenas particulas que se encuentran dentro de la columna son las responsables de causar
la alta contrapresion a caudales normales, donde posteriormente la bomba debe empujar
con fuerza para transportar la fase movil a través de la columna. Por ende, la columna
corresponde a un componente vital y debe mantenerse en las condiciones adecuadas segiin
las instrucciones del proveedor, para que de esta manera se logre una separacion eficiente

y reproducible del analisis (Ali, 2020).
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f. Detector

El detector corresponde a un componente critico del equipo HPLC y se encuentra
ubicado al final de la columna. Su importancia radica en que este es el responsable de
detectar los analitos presentes en la muestra a medida que estos eluyen a través de la
columna, donde posteriormente proporciona una lectura de salida hacia un registrador o
computadora, dando como resultado un cromatograma de la lectura. El detector brinda una
respuesta especifica para aquellos componentes que fueron separados por la columna,

ademads de proporcionar la sensibilidad requerida de la medicion (Ali, 2020).

Los detectores a utilizar cuentan con un sistema 6ptico que constan de una fuente de
radiacion de una ldmpara de descarga de arco de deuterio, con una longitud de onda
ultravioleta (UV) de 190 a 600 nm. El haz de luz generado atraviesa inicialmente un lente,
seguido de un filtro, una rendija de entrada, un primer espejo (M1), un difractor, un segundo
espejo (M2) y un divisor del haz respectivamente, y llegando finalmente al diodo de la
muestra. La absorcion UV se lleva a cabo en la celda de flujo dependiendo de la muestra,
donde la intensidad de luz que se emite se convierte posteriormente en una sefial eléctrica

mediante el fotodiodo de muestra (Agilent Technologies, 2021).

Figura No. 9: Funcionamiento del detector
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(Agilent Technologies, 2021).
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g. Dispositivo de recopilacion de datos

Las sefiales generadas por del detector pueden recopilarse a través de registradores
graficos o integradores electronicos para procesar, almacenar y reprocesar las lecturas
cromatograficas obtenidas. La computadora se encarga de integrar la respuesta del detector
a cada componente, por lo que se controla todos los mddulos del instrumento HPLC. Esta
se encarga de tomar la sefial del detector para posteriormente utilizarla y determinar el

tiempo de elucién de los componentes de la muestra (Ali, 2020).

D. Validacion de un método analitico

La validacion corresponde a un proceso sistematico que proporciona evidencia
objetiva respecto a los requisitos especificos que debe cumplir un andlisis, evaluando asi el
desempefio del método como tal. Por ende, la validaciéon de un método analitico
proporciona una comprension profunda al analista de lo que el método puede producir de
manera confiable, por lo que es esencial que el equipo cumpla con las especificaciones
Optimas para el analisis, esté correctamente calibrado y que sea factible para la validacion

(Kumar et al., 2023).

Los parametros de validacion de un método analitico pueden aplicarse con base a lo
indicado por la Conferencia Internacional de Harmonizacién (ICH por sus siglas en inglés),
por la USP en su capitulo <1225>y por la Guia de la Asociacion de Comunidades Analiticas
(AOAC por sus siglas en inglés) para la Validacion de Métodos Analiticos (Kumar et al.,
2023). Los parametros cominmente recomendados por estas entidades corresponden a los

siguientes:

1. Especificidad

La especificidad evalta la capacidad del método para identificar una especie quimica,
sin que en esta interrumpan: impurezas, excipientes u otros compuestos que pudieran estar
presentes en la misma (ICH, 2023). Este parametro se confirm¢ a través de la comparacion

del tiempo de retencion obtenido de las lecturas de los estdndares de melatonina y el tiempo
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de retencion de las muestras de gomitas de melatonina. Segin lo indicado por la AOAC

(2023) los tiempos de retencion pueden presentar una variacion de =1 min.

2. Linealidad

La linealidad del método debe evaluarse respecto a una relacion lineal en todo el rango
del analisis, utilizando un minimo de 5 concentraciones. La linealidad debe inspeccionarse
visualmente a través del grafico de sefiales en funcion de la concentracion del analito,
donde, para confirmar que existe linealidad, los resultados de la prueba deben evaluarse
utilizando métodos estadisticos como: el calculo de la linea de regresion a través del método
de minimos cuadrados, el calculo del coeficiente de correlacion (R?), la interseccion con el

eje y, la pendiente de la linea de regresion obtenida y la suma residual de cuadrados.

Asimismo, la linealidad de un método puede evaluarse mediante la desviacion de
valores en la linea de regresion para ver qué tan alineados se encuentran (ICH, 2023). Segiin

lo indicado por la AOAC (2016), este valor debe ser > 0.99.
Ecuacion No. 1: Curva de calibracion

y=mx+b
Donde:

y = respuesta del detector (area bajo la curva)

x = concentracion del analito

m = pendiente de la curva

b = interseccion en el eje y, la cual representa la sefial en ausencia de analito (blanco)

(Skoog et al., 2015)

3. Rango

El rango de un método analitico se establece a través de la confirmacion de que el
método proporciona un grado aceptable en cuanto a linealidad, exactitud y precision en el

analisis de muestras que contienen cantidades de analito que se encuentran dentro o en los
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extremos del rango que se ha especificado para el procedimiento analitico (ICH, 2023).
Para ello, se deben considerar ciertos rangos minimos dependiendo del tipo de muestra que

se desea analizar:

a. Sustancia activa o producto acabado: El rango debe encontrarse entre 80-120%
respecto a la concentracion de prueba;

b. Uniformidad del contenido: El rango debe encontrarse entre al menos el 70-130% de
la concentracion de la muestra, a menos que se justifique el uso de un rango mas
apropiado con base a la naturaleza de la forma de dosificacion de la misma.

c. Pruebas de disolucion: El rango debe encontrarse entre el +/-20% sobre el rango
especificado.

d. Determinacion de una impureza: El rango debe encontrarse entre el nivel reportado
de una impureza hasta el 120% de la especificacion debido a que las impurezas
generalmente presentan cierta potentes o toxicidad, por lo que el limite de
deteccion/cuantificacion del analito debe ser proporcional al nivel al que deben

controlarse las impurezas.

(ICH, 2023)
Figura No. 10: Linealidad y rango de un método analitico
Lineal )
Mo lineal
Rango 2
Rango 1

(Kumar et al., 2023).
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4. Exactitud

La exactitud se refiere al grado en que un valor medido se alinea proporcionalmente
con el valor real, por lo que, en la practica, la exactitud hace referencia a la discrepancia
obtenida entre el valor real y el valor medio obtenido durante el andlisis. Para calcular la
exactitud de un método analitico, se deben utilizar varias muestras con concentraciones
conocidas de analito, las cuales luego se compararan con las soluciones en blanco y
estandar, a manera de garantizar que no se encuentren interferencias que pudieran afectar

la medicion.

La exactitud se calcula en forma de porcentaje del analito recuperado y se expresa en
términos de “recuperacion”, proporcionando asi una medida que permite conocer qué tan
bien el método analitico es capaz de reflejar los valores reales de las muestras analizadas
(Kumar et al., 2023). Segun lo indicado por la AOAC (2016), el rango de aceptacion del

%R debe mantenerse en entre el 98-102%.

Ecuacion No. 2: Porcentaje de recuperacion (%R)
CE
%R = Tt 100

Donde:

%R = porcentaje de recuperacion
CE = cantidad de melatonina encontrada
CT = cantidad de melatonina teodrica

(ICH, 2023)

5. Precision

La precision en la validacion de un método analitico, se refiere a la dispersion de las
mediciones efectuadas durante el andlisis en condiciones especificas, de distintas muestras
del mismo material. Por ende, la precisiéon corresponde a un parametro critico que se

encarga de evaluar la reproducibilidad del proceso analitico, constando de tres
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componentes: la repetibilidad, la precision intermedia y la reproducibilidad (Kumar et al.,

2023).

a. Repetibilidad

La repetibilidad corresponde a la variacion de mediciones que experimenta el analista
al llevar a cabo el andlisis en un instrumento especifico. Para ello, se debe llevar a cabo el
analisis de varias réplicas de los estandares utilizando el procedimiento analitico, para
poder determinar la repetibilidad del método. Posteriormente debe calculase un valor de
recuperacion (Kumar et al., 2023). Segun lo indicado por la AOAC (2016), el rango de
aceptacion del %CV debe ser <2.0%.

Ecuacion No. 3: Desviacion estandar (o)
/Z(X i—X)?
o= |————
n—1

o = desviacion estandar de las lecturas del area bajo la curva de los estandares

Donde:

Xi = lectura individual del area bajo la curva para cada estdndar
X =media de las lecturas del area bajo la curva
n = numero de datos

(Skoog et al., 2015)

Ecuacion No. 4: Coeficiente de variacion (%CV)

%CV =< 100
= =%
0 X

Donde:

2%CV = coeficiente de variacion

o = desviacion estandar de las lecturas del area bajo la curva de los estandares
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X =media de las lecturas del area bajo la curva

(ICH, 2023)

b. Precision intermedia

La precision intermedia se refiere a las variaciones que pueden presentarse dentro de
los laboratorios, como lo pueden ser: diferentes dias de analisis, diferentes analistas y
diferentes equipos, entre otros aspectos (ICH, 2023). Segtn lo indicado por la AOAC
(2016), el rango de aceptacion del %CV debe ser <2.0%.

¢. Reproducibilidad

La reproducibilidad se refiere a la fluctuacion de condiciones que se genera dentro del
laboratorio en dias diferentes, con distintos instrumentos y con distintos analistas. Estas
fluctuaciones se encargan de garantizar que exista una comprension integral respecto a la
confiabilidad y reproducibilidad del método analitico al exponerse ante distintas

condiciones y ante distintos operadores (Kumar et al., 2023).

6. Limite de deteccion (LOD)

El limite de deteccion de un método analitico se refiere a la cantidad minima de analito
presente en una muestra, el cual puede identificarse, pero no cuantificarse con precision,
proporcionando de esta manera un indicador fundamental para evaluar la sensibilidad del
método (Kumar et al., 2023). Segtn lo indicado por el ICH (2023), el LOD debe ser menor

a la concentracion minima esperada.

Ecuacion No. 5: Limite de deteccion (LOD)

LOD = 3.30
S

Donde:

LOD = limite de deteccion
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o = desviacion estandar de las lecturas del area bajo la curva de la solucion blanco
S = pendiente obtenida de la curva de calibracion

(ICH, 2023)

7. Limite de cuantificacion (LOQ)

El limite de cuantificacion de un método analitico se refiere a la minima cantidad de
analito presente en una muestra, el cual es medido cuantitativamente mediante pardmetros
de precision y exactitud. Este limite se utiliza como un parametro de prueba cuantitativo
para evaluar los niveles de analitos bajos dentro de una matriz de prueba, siendo esencial
para la identificacion impurezas o contaminantes que pudieran encontrarse en las muestras
(Kumar et al., 2023). Segtn lo indicado por el ICH (2023), el LOD debe ser menor a la

concentracion minima esperada.

Ecuacion No. 6: Limite de cuantificacion (LOQ)

LO _100
Q= S

Donde:

LOQ = limite de cuantificacion
o = desviacion estandar de las lecturas del area bajo la curva de la solucidon blanco
S = pendiente obtenida de la curva de calibracion

(ICH, 2023)

8. Robustez

La robustez de un parametro analitico corresponde a una medida para evaluar la
confiabilidad del método en condiciones especificas y su capacidad para resistir
modificaciones leves en el método. Este pardmetro permite garantizar que el método
analitico permanece confiable y genera resultados consistentes, a pesar de verse modificado
y sometido a ciertas variaciones en su metodologia. Por ende, los métodos robustos cuentan

con la capacidad de ser menos sensibles a los cambios implementados por el analista,
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contribuyendo de esta manera a la confiabilidad del método en distintas aplicaciones

analiticas (Kumar et al., 2023).

39



IV. Marco metodologico

A. Objetivos

Generales

1. Disefiar un método analitico mediante Cromatografia Liquida de Alta Resolucion
(HPLC), para la cuantificacion de melatonina en suplementos dietéticos en forma de
gomita que se comercializan en Guatemala.

2. Demostrar que el método analitico de Cromatografia Liquida de Alta Resolucion
(HPLC), es un método confiable y robusto para la cuantificacion de melatonina en

suplementos dietéticos en forma de gomita que se comercializan en Guatemala.

Especificos

1. Evaluar los parametros de especificidad, linealidad, exactitud, precision, limite de
deteccion, limite de cuantificacion y robustez del método de Cromatografia Liquida de
Alta Resolucion (HPLC) para la cuantificacion de melatonina en suplementos
dietéticos en forma de gomita.

2. Cuantificar la melatonina presente en cada muestra de gomita mediante el método por
Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC).

3. Comparar la cantidad de melatonina obtenida mediante el andlisis con la cantidad

declarada en las etiquetas nutricionales de los productos.

B. Hipadtesis de investigacion

1. Hi: El método por Cromatografia Liquida de Alta Resoluciéon (HPLC) es un método
de andlisis idoneo para la cuantificacion de melatonina en suplementos dietéticos en

forma de gomita que se comercializan en Guatemala.
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2. Ho: El método por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC) no es un
método de analisis idoneo para la cuantificacion de melatonina en suplementos

dietéticos en forma de gomita que se comercializan en Guatemala.

C. Variables

Cuadro No. 4: Variables independientes del estudio

. Ti Definicid . Definicid
Variable ipo de efinicion Indicador efinicion
variable conceptual operacional
Proceso que se
lleva a cabo
para el
tratamiento de
una solucion Se preparo6 una
.. estandar o Lectura solucién madre de
Preparacion .
del muestra antes correcta de melatonina en
e las ) e .y
soluciones de Independiente | de su analisis, a | cada solucion metanol (1000
melatonina manera de por. parte del me) y cinco
asegurarse de | equipo HPLC | estandares (1, 25,
que se 50, 75, 100 ppm).
encuentre en
forma adecuada
para ser
analizada.
Porcentaje de
., error de la Se calculd la
Determinacion ) .
. melatonina cantidad de
de la cantidad )
Formulacion ) detectada melatonina en la
. de melatonina .
de las gomitas . respecto a la | muestra, utilizando
. Independiente | presente en las ; L.
de melatonina cantidad de la regresion lineal
. muestras de ) .
a analizar " melatonina de las soluciones
omitas a D ;
& ) indicada en la estandar de
analizar. ) .
etiqueta melatonina.
nutricional
. Medida de Valor obtenido ,
Incertidumbre , Se calcul¢ la
. cuanto pueden de la . )
del equipo y ) . . incertidumbre
) i . variar las incertidumbre )
cristaleria Independiente .. . combinada en cada
e mediciones del | combinada de ., ,
utilizada para . ) medicién y calculo
(s analisis debido cada
el analisis ., efectuado para
a las medicion.
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obtener los
resultados finales.

limitaciones
que presentan
los
instrumentos y
equipos.

En el cuadro anterior se presentan las variables independientes del estudio,
organizadas en cinco columnas. En la primera y segunda columna se encuentra el nombre
de la variable y su clasificacion respectivamente. En la tercera columna se describe el
significado de la variable de manera teorica, en la cuarta columna se indican los criterios

que se utilizaron para evaluar de manera practica dicha variable, y, en la quinta columna,

se explica como se llevo a cabo la medicion para recolectar los datos.

Cuadro No. 5: Variables dependientes del estudio

Variable Tip.o de Definicion Indicador Deﬁni.ci()n
variable conceptual operacional
La capacidad
del método para Se compararon los
medir Tiempo de tiempos de
exclusivamente | retencidn de los | retencion obtenidos
Especificidad . la melatonina estandares y de los
, Dependiente .
del método sin muestras. cromatogramas de
interferencias los estandares y las
de otros muestras de
componentes en gomitas.
las gomitas.
Capacidad que Se efectud una
posee un regresion lineal
método para Coeficiente de utilizando las
generar correlacion (R?) | soluciones estandar
. . resultados obtenido de la de melatonina,
Linealidad . . o .
del método Dependiente | directamente | regresion lineal | donde cada solucion
proporcionales | para evaluar el se inyecto seis
de la ajuste de las veces. Luego, se
concentracion lecturas graficaron las areas
de la muestra bajo la curva del
dentro de un pico en funcion de
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rango
especifico

las concentraciones
de las soluciones
estandar de
melatonina.
Finalmente, se
utilizo la ecuacion
obtenida de la
regresion lineal para
evaluar el R%.

La proximidad

Porcentaje de

Se llevaron a cabo
las lecturas en

de los recuperacion 1
. triplicado de las
Exactitud del resultados respecto a la ) ,
. . . ) soluciones estandar
método Dependiente medidos cantidad de i
. de melatonina a 1,
respecto a los melatonina
. 50y 100 ppm.
valores reales o | teorica de los ,
] Luego se calculo el
esperados. estandares. N
respectivo %R.
Se analizaron las
Capacidad del soluciones estandar
método para Desviacion de melatonina a 1,
Repetibilidad producir estandar y 50 y 100 ppm el
del ) resultados coeficiente de | mismo dia. Luego
, Dependiente ) ..
método consistentes variacion se calcularon los
bajo las mismas | obtenido en el %CYV respecto al
condiciones dia 1. promedio del area
operativas. bajo la curva de los
estandares.
Se analizaron las
soluciones estandar
. de melatonina a 1,
Capacidad del
. ., 50y 100 ppm en un
método para Desviacion L
. , dia diferente. Luego
. producir estandar y
Precision . se calcularon los
. ] ) resultados coeficiente de
intermedia | Dependiente . . %CYV respecto al
consistentes variacion

del método

ante pequenas
variaciones
controladas.

obtenido en el
dia 2.

promedio del area
bajo la curva de los
estandares y se
compararon con los
%CV obtenidos del
dia I.
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Se inyect6 un total
de 20 veces el
Las Valor lo blanco de
concentraciones | suficientemente metanol/agua
. minimas de bajo para (50:50) al equipo,
Limite de . .
. . melatonina que detectar con | donde a partir de los
deteccion del | Dependiente , .., .
método el método precision el datos obtenidos del
puede detectar analito en las | modelo de regresion
con precision. | concentraciones | lineal y de la media
previstas. del area bajo la
curva, se determind
el LOD del método.
Las
. Valor lo o
concentraciones . Utilizando el
L. suficientemente .,
minimas de . modelo de regresion
, . . bajo para ) .
Limite de y melatonina que : lineal y la media del
. L . , cuantificar con , :
cuantificacion | Dependiente el método .., area bajo la curva
. precision el
del método puede ) de las 20 lecturas,
) analito en las .,
cuantificar con concentraciones se determind el
precision. } LOQ del método
previstas.

Se efectuaron de
igual forma las
lecturas de las
muestras, los
estandares y la

Capacidad del | Resultados de solucién blanco
método para los parametros utilizando una
mantener de validacion columna diferente,
resultados que se pero con el mismo
Robustez del . . ,
método Dependiente consistentes encontraron cromatografo
ante pequenas dentro de los | HPLC y las mismas
variaciones en respectivos condiciones de
las condiciones rangos de analisis. Luego se
experimentales. aceptacion. evaluaron los
mismos parametros

de validacion

(especificidad,
linealidad,

exactitud, precision,
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LOD y LOQ),
efectuando los
calculos
correspondientes
para cada uno de
ellos.

En el cuadro anterior se presentan las variables dependientes del estudio,

organizadas en cinco columnas. En la primera y segunda columna se encuentra el nombre

de la variable y su clasificacion respectivamente. En la tercera columna se describe el

significado de la variable de manera teorica, en la cuarta columna se indican los criterios

que se utilizaron para evaluar de manera practica dicha variable, y, en la quinta columna,

se explica como se llevo a cabo la medicion para recolectar los datos.

D.

Poblacion

Suplementos dietéticos de melatonina que se comercializan en Guatemala.

E.

1.

Muestra

Tamafio de la muestra: dos lotes de dos marcas de suplementos dietéticos de

melatonina en forma de gomita que se comercializan y estan registrados en Guatemala.

Muestreo por conveniencia: para este estudio se tomardn en cuenta los siguientes

criterios de inclusion y exclusion:

Criterios de inclusion:

Suplementos dietéticos de melatonina en forma de gomita que se comercializan y estan
registrados en Guatemala.

Suplementos dietéticos de melatonina en forma de gomita de cualquier sabor.
Suplementos dietéticos de melatonina en forma de gomita que poseen un precio menor

o igual a Q300.00.
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4. Ciriterios de exclusion:

a. Suplementos dietéticos de melatonina en forma de gomita que se comercializan en
Guatemala, pero que no se encuentran registrados.
b. Suplementos dietéticos de melatonina en forma de gomita que poseen un precio mayor

a Q300.00.

F. Procedimiento

1. Revision bibliografica

Inicialmente se llevd a cabo la revision bibliografica de los aspectos involucrados en
este estudio. Para ello, se buscé informacion relacionada con los suplementos dietéticos, la
melatonina, la Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC) y los parametros

involucrados para la validacion de un método analitico.

2. Elaboracion del plan de trabajo

Con la informacion obtenida, se elabor6 el plan de trabajo para este estudio el que
incluye los objetivos propuestos, la metodologia y el cronograma de tiempo estimado para

desarrollar cada aspecto involucrado en el trabajo de investigacion.

3. Revision e integracion de los aspectos fundamentales del trabajo

El trabajo de investigacion se reviso y posteriormente se consolidaron los elementos
clave del trabajo, con el fin de asegurar que la informacién fuera precisa, coherente y que

se encontrara bien organizada para proceder a la experimentacion.

4. Experimentacion y analisis de resultados

a. Preparacion de soluciones de melatonina
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Se prepar6 una solucion madre de melatonina a una concentracién de 1000 ppm en
metanol/agua (50:50) grado HPLC y se efectud la curva de calibracion de estdndares de
melatonina en metanol/agua (50:50) grado HPLC a cinco concentraciones diferentes: 1, 25,

50, 75, 100 ppm.

1) Preparacion solucion madre de melatonina

Inicialmente se pesaron 100 mg de melatonina, utilizando una balanza analitica y se
transfirieron a un balon aforado de 100 mL. Se afiadio6 una pequefia cantidad de
metanol/agua (50:50) grado HPLC para disolver completamente la melatonina y

posteriormente se completo el volumen.

2) Preparacion soluciones estandar de melatonina

Ecuacion No. 7: Dilucion

G,Vy = GV,

Donde:

C; = Concentracion de la solucion madre

V1 = Volumen de la solucion madre necesaria para la preparacion del estandar
C,= Concentracion final deseada

V> = Volumen final de la solucién diluida

(Skoog et al., 2015)

Segun la Ecuacion No. 6:

a) Solucion estandar 1 ppm: Se tomaron 0.1 mL de la soluciéon madre, se transfirieron a
un balén aforado de 100 mL y se diluyeron con 100 mL de metanol/agua (50:50) grado
HPLC.
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b) Solucion estandar 25 ppm: Se tomaron 2.5 mL de la soluciéon madre, se transfirieron
a un balon aforado de 100 mL y se diluyeron con 100 mL de metanol/agua (50:50)
grado HPLC.

¢) Solucién estandar 50 ppm: Se tomaron 5 mL de la solucidon madre, se transfirieron a
un balén aforado de 100 mL y se diluyeron con 100 mL de metanol/agua (50:50) grado
HPLC.

d) Solucion estandar 75 pg/mL: Se tomaron 7.5 mL de la solucion madre, se
transfirieron a un balén aforado de 100 mL y se diluyeron con 100 mL de metanol/agua
(50:50) grado HPLC.

e) Solucion estandar 100 pg/mL: Se tomaron 10 mL de la solucion madre, se
transfirieron a un balén aforado de 100 mL y se diluyeron con 100 mL de metanol/agua

(50:50) grado HPLC.

b. Preparacion de las muestras de gomitas de melatonina

Para la cuantificacion de melatonina se escogieron dos marcas comerciales y un total
de cuatro muestras de suplementos dietéticos de melatonina en forma de gomita que se

comercializan en Guatemala.

1) Preparacion de muestras de gomitas sin fortificar

Inicialmente, se pesaron 10 muestras individuales de cada lote y marca de gomitas de
melatonina, a manera de obtener un peso promedio de cada gomita. Con base al peso
promedio, se pesé la cantidad necesaria de gomita (producto en estudio), para extraer el
equivalente a 2.5 mg de melatonina. Los trozos se solubilizaron en una pequeia porcion de
metanol/agua (50:50) grado HPLC, se transfirieron a un balén de 50 mL y se complet6 el

volumen para obtener una concentracion de 50 ppm.

Todas las soluciones se filtraron a través de una membrana de politetrafluoroetileno
(PTFE) con un tamafio de poro de 0.45 um, se colocaron en un vial para HPLC y se

procedi6 a su cuantificacion en el equipo de cromatografica liquida de alta resolucion.

48



2) Preparacion de muestras de gomitas fortificadas

Para la preparacion de las muestras de gomitas fortificadas se anadi6 una cantidad
conocida de melatonina a cada muestra antes de su analisis, a manera de evaluar la

presencia de la melatonina en las muestras.

Para ello, se llevo a cabo el mismo procedimiento indicado en la seccioén 1) para el
pesado de las muestras de gomitas. Al momento de diluir las muestras en una porcion de
metanol/agua (50:50) grado HPLC, se agregaron 2.5 mg de melatonina extra para obtener
soluciones doblemente concentradas. Posteriormente, se procedid a transferir la solucion a
un balon aforado de 50 mL y se completd el volumen con metanol/agua (50:50) grado

HPLC. Las soluciones se filtraron y colocaron en viales segtn lo indicado en la seccion 1).

c. Condiciones del cromatografo HPLC:
Todos los analisis se llevaron a cabo bajo las siguientes condiciones:

1) Fase movil: metanol/ agua (50:50) grado HPLC

2) Solvente de los estandares y las muestras: metanol/ agua (50:50) grado HPLC.
3) Velocidad de flujo: 0.5 mL/min

4) Tiempo por corrida: 5 min

5) Volumen de inyeccion: 20 pL

6) Longitud de onda de deteccion: UV/VIS a 220 nm.

d. Cuantificacion de melatonina en las muestras

Para determinar la concentracion de melatonina en cada muestra se utilizd la
ecuacion generada por la curva de calibracion de las soluciones estandar de melatonina,
donde se despejo la variable x, sustituyendo el area bajo la curva de las muestras en la
variable y. Posteriormente se calculd la cantidad de melatonina presente en la muestra, con
base a la cantidad pesada para el equivalente a 2.5 mg de melatonina y el promedio de las

10 gomitas del lote respectivo. Finalmente, se procedid a calcular el porcentaje de
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recuperacion en cada caso, con base a la cantidad de melatonina por gomita que se

encontraba indicada en la etiqueta de cada marca, utilizando la ecuacion no. 2.

G. Disefio de investigacion

En este estudio se llevo a cabo el disefio y validacion del método por cromatografia
HPLC, para la cuantificacion de melatonina en suplementos dietéticos en forma de gomita
que se comercializan en Guatemala. Para la validacion de este, se evaluaron los siguientes
parametros: especificidad, linealidad, exactitud, precision, limite de deteccion, limite de

cuantificacion y robustez.

Posterior a la validacién del método, se procedid a la cuantificaciéon de melatonina
presente en las muestras de gomitas, valor obtenido se compard con la cantidad de
melatonina indicada en las etiquetas nutricionales de las muestras. A través del andlisis, se
pretendia evaluar la factibilidad de este método analitico para la cuantificacion de
ingredientes activos en suplementos dietéticos en forma de gomita, asi como evaluar si

dichos productos cumplen con lo indicado en sus etiquetas nutricionales.

H. Analisis estadistico
El analisis estadistico se llevo a cabo para cada parametro de validacion efectuado:

1. Linealidad y rango: para medir la linealidad del método, se calcul6 el coeficiente de
correlacion (R?) obtenido de la regresion lineal de los estandares de melatonina, para

evaluar el ajuste lineal de las lecturas.

2. Exactitud: para medir la exactitud del método, se calculé el porcentaje de
recuperacion obtenido a partir de las lecturas de las soluciones estandar de melatonina
a concentraciones bajas, medias y altas. Posteriormente se calculdé su respectivo

porcentaje de recuperacion.
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3.

Precision: para medir la precision del método respecto a repetibilidad y precision
intermedia, se evalud la desviacion estandar y coeficiente de variacién obtenido de los
resultados las soluciones estdndar de melatonina a concentraciones bajas, medias y
altas. Para la repetibilidad, se evaluaron el mismo dia y para la precision intermedia se

evaluaron en un dia diferente.

Limite de deteccion y cuantificacion: los limites del método se calcularon a partir de
los resultados obtenidos del modelo de regresion lineal y de la media del area bajo la

curva de la solucion blanco metanol/agua (50:50).

Cuantificacion real de melatonina: para determinar la cantidad real de melatonina
contenida en las muestras de gomitas, se calcul6 el porcentaje de recuperacion respecto
a la cantidad de melatonina detectada experimentalmente con la cantidad de

melatonina indicada en la etiqueta nutricional de la muestra.

Se llevo a cabo el célculo del promedio, la desviacion estandar y el coeficiente de

variacion para cada conjunto de datos, asi como el analisis de la tabla ANOVA para las

regresiones lineales:

6.

Promedio: el promedio se calculd6 sumando los valores obtenidos en cada ensayo y
dividiéndolos entre el niimero total de observaciones, lo cual permitié identificar el
valor central representativo de cada conjunto de datos. Su utilidad radicé en ofrecer
una medida base para comparar los resultados y evaluar la cercania de los datos entre
si.

Desviacion estandar: la desviacion estdndar se empled para medir cuanto variaban
los datos con respecto al promedio, proporcionando informacion sobre la dispersion y

ayudando a determinar la precision del método.

Coeficiente de variacion: el coeficiente de variacion consistio en el cociente entre la

desviacion estandar y el promedio, el cual se expresd en porcentaje y se utilizoé para
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comparar la variabilidad relativa entre diferentes conjuntos de datos,

independientemente de sus unidades o escalas.

Tabla ANOVA: la tabla ANOVA se utiliz6 para evaluar si los modelos de regresion

obtenidos fueron estadisticamente significativos.
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V. Marco operativo

A. Recoleccion y tratamiento de los datos

Para el andlisis de las muestras se utilizé un cromatdgrafo HPLC Agilent Series
modelo 1100, con 2 columnas distintas: Hypersil ODS y Eclipse Plus. Se utilizaron 2
columnas HPLC distintas para evaluar la robustez del método debido a la disponibilidad
limitada de un segundo equipo HPLC. Esto permiti¢ verificar la consistencia del método
sin la necesidad de utilizar otro equipo. Por otra parte, para la recoleccion y tratamiento de

datos se utiliz6 el Software ChemStation y Microsoft Excel respectivamente.

B. Recursos

1. Recursos humanos

a. Autora: Evelyn Paola Giron Gramajo
b. Asesora: Licenciada Ana Luisa Mendizabal

¢. Revisor: Licenciado Sergio Sanchez

2. Recursos materiales

a. Estandares: melatonina
b. Muestras: dos lotes de dos marcas de suplementos dietéticos de melatonina en forma

de gomita que se comercializan y estan registrados en Guatemala.

3. Reactivos

a. Metanol grado HPLC
b. Agua grado HPLC

¢. Melatonina
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b

S

&

Equipo

1 cromatdgrafo HPLC Agilent Series modelo 1100

1 columna Hypersil ODS
1 columna Eclipse Plus
1 balanza analitica

1 micropipeta

Cristaleria

a. 6 balones aforados de 100 mL

12 balones aforados de 50 mL
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VI.

A. Parametros de validacion

Cuadro No. 6: Resultados de la especificidad del método

Resultados

Promedio del tr del | Promedio del trde la | Promedio del tr de la | Cumplimiento
estandar 3 (min) marca A (min) marca B (min) (tr <1 min)
2.022 1.996 (var.=0.026) 1.994 (var.=0.028) Cumple

En el cuadro anterior se muestra el promedio de los tiempos de retencidon (tr)
obtenidos de la solucion estandar preparada a una concentracion equivalente a la de las
muestras (51.75 ppm) y el promedio de los tr de las muestras de gomitas de melatonina,
los cuales se encuentran detallados en los Cuadros No. 47 y 50 respectivamente (Anexo E).
Segun los rangos establecidos, el tr debe encontrarse en un rango de < 1 min. respecto al
tr de los estandares para considerar que existe especificidad del método. Al comparar los
tr de las muestras respecto al estandar, pudo observarse que los estos fueron similares entre

si, encontrdndose dentro del rango aceptable.

Cuadro No. 7: Resultados de la linealidad del método

C limient
Pendiente Intercepto en y R? ‘(III:ZPZ“JT;‘;‘; 0
22334(x11.899)x | 1,015.7(x754.24) 0.9916 Cumple

En el cuadro anterior se muestra el modelo de regresion lineal utilizado para evaluar
la linealidad del método. La recta esta definida por la ecuacion No. 1 (y=mx+b) y su ajuste
se verifico a través del coeficiente de correlacion (R?) calculado a partir del promedio de
las areas bajo la curva de cada concentracion, los cuales se detallan en el Cuadro No. 47
(Anexo E). Segun los rangos establecidos, el coeficiente de correlacion debe ser >0.99 para
considerar que existe una buena linealidad del método. El valor de R? obtenido se mantuvo

dentro del rango aceptable.
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Figura No. 11: Linealidad del sistema de cuantificacion de melatonina
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Cuadro No. 8: Resultados de la exactitud del método
P i 1
Concentracion cl(;(:llzleeriltl:a(clfélf %R Cumplimiento
(1)
tebri 0 N 0
eorica (ppm) experimental (ppm) (%R 98-102%)
1.035 1.044 100.87%
51.75 51.86 100.21% Cumple
103.5 103.56 100.06%

En el cuadro anterior se muestran los porcentajes de recuperacion obtenidos (%R)
a partir de las soluciones estandar a tres distintas concentraciones (baja, media y alta): 1.035
ppm, 51.75 ppm y 103.5 ppm respectivamente. Los promedios de las concentraciones
experimentales se detallan en el Cuadro No. 48 (Anexo E). Segun los rangos establecidos,
el %R debe mantenerse en entre el 98-102% para considerar que existe exactitud del

método. Los %R obtenidos se mantuvieron dentro del rango aceptable.

56



Cuadro No. 9: Resultados de la repetibilidad del método

e . Desviacion
Concentracion | Promedio de las , _—
experimental areas bajo la estandar de las %CV Cumplimiento
P ) areas bajo la (%CV £2.0%)
(ppm) curva
curva

1.035 1,056.16 1.20162 0.1138% Cumple

51.75 14,043.2 112.5192 0.8012% Cumple

103.5 24,1943 113.318 0.4684% Cumple

En el cuadro anterior se muestran los resultados de los coeficientes de variacion
obtenidos (%CV) a partir de las soluciones estandar a tres distintas concentraciones (baja,
media y alta): 1.035 ppm, 51.75 ppm y 103.5 ppm respectivamente. Para obtener los %CV
se utilizo el promedio de las areas bajo la curva y sus respectivas desviaciones estandar, las
cuales se detallan en el Cuadro No. 48 (Anexo E). Segun los rangos establecidos, el %CV
debe ser <2.0% para considerar que existe repetibilidad del método. En todos los casos, los

resultados se mantuvieron dentro del rango aceptable.

Cuadro No. 10: Resultados de la precision intermedia del método

Promedio D’esv.
Concentracion de las estandar
. tal Dia de , de las %CV Promedio | Cumplimiento
e"p:rm;f)“ A | analisis bzr,?lsa dreas ° del %CV | (%CV <2.0%)
PP ! bajo la
curva
curva
I | 1,056.16 | 1.20162 | 0.1138%
1.035 ’ 0.2860° Cumpl
2 | 1,054.44 | 4.83186 | 0.4582% & Hmpte
1| 140432 | 1125192 | 0.8012%
51.75 : 0.6503% |  Cumpl
2 | 14,04531 | 70.1283 | 0.4993% ° Hmpte
I | 24,1943 | 113318 | 0.4684%
103.5 ’ 0.6611% |  Cumpl
2 | 24,1958 | 206.546 | 0.8537% ° umple

En el cuadro anterior se muestran los resultados de los coeficientes de variacion
obtenidos (%CV) en dos dias distintos de analisis, a partir de las soluciones estandar a tres
distintas concentraciones (baja, media y alta): 1.035 ppm, 51.75 ppm y 103.5 ppm
respectivamente. Para obtener los %CV se utiliz6 el promedio de las areas bajo la curva y
sus respectivas desviaciones estandar, las cuales se detallan en los Cuadros No. 48 y 49

(Anexo E). La precision intermedia se determina comparando la variabilidad entre ambos
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dias y se considera aceptable si el %CV general es <2.0%. En ambos dias de andlisis los
resultados individuales se mantuvieron dentro del rango aceptable y el promedio general

obtenido para cada concentracion también cumplid con el criterio establecido.

Cuadro No. 11: Resultados del LOD y LOQ del método

LOD (ppm) LOQ (ppm)
0.0083 0.0252

En el cuadro anterior se muestran los resultados obtenidos de los parametros LOD
y LOQ. Para calcular ambos parametros se utilizo el modelo de regresion lineal mostrado
en la Figura No. 11 y el promedio de las areas bajo la curva correspondientes a las lecturas
de la solucién blanco, el cual se detalla en el Cuadro No. 52 (Anexo E). Los resultados
obtenidos de ambos pardmetros sugieren que el método posee una alta sensibilidad para

detectar y cuantificar concentraciones bajas del analito.

Cuadro No. 12: Resultados de la robustez del método

Parametro Columna Columna (n((:)uhlzg l\lflz::fancti(()')n
Hypersil ODS Eclipse Plus
entre columnas)

Especificidad (min) 2.022 1.958 Cumple
Linealidad (R?) 0.9916 0.9908 Cumple
Exactitud (%R) 100.38% 100.44% Cumple
Re‘zf/tlcblvh)dad 0.4611% 0.5313% Cumple
inter::;‘;’?; v 0.5989% 0.6317% Cumple

LOD (ppm) 0.0083 0.0086 No aplica

LOQ (ppm) 0.0252 0.0262 No aplica

En el cuadro anterior se muestran los resultados obtenidos de la robustez del método,
la cual se evalu6 mediante el uso de dos columnas cromatograficas diferentes. Al comparar
los resultados obtenidos de los distintos parametros de validacion utilizando ambas
columnas, pudo observarse que los resultados fueron consistentes y se mantuvieron dentro

de los rangos de aceptacion establecidos.
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B. Cuantificacion de melatonina en las muestras de gomitas

Cuadro No. 13: Resultados de la cuantificacion de melatonina en gomitas

Marca A (4 mg/gomita) Marca B (3.3 mg/gomita) Cumplimiento
Lote 1 (%R) | Lote 2 (%R) | Lote 1 (%R) | Lote 2 (%R) (%R 90-110%)
109.42% 109.33% 93.73% 93.45% Cumple

En el cuadro anterior se muestran los %R de la cantidad de melatonina por gomita
obtenida para cada marca. En ambos casos se evaluo la cuantificacion respecto al promedio
de la cantidad de melatonina por gomita encontrada (Cuadro No. 54, Anexo E) y la cantidad
indicada en la etiqueta nutricional. Segun los rangos establecidos, los ingredientes activos
pueden presentar una variacion del 90-110% respecto al valor declarado. Al comparar los

resultados obtenidos en ambos lotes para cada marca, se observd que los %R fueron

consistentes entre si y se mantuvieron dentro del rango de aceptacion establecido.
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VII. Discusion de resultados

De acuerdo con los objetivos planteados, se procedidé a efectuar el andlisis
respectivo para la validacion del método por cromatografia HPLC, con el fin de evaluar si
este consistia en un método confiable para la cuantificacion de melatonina en suplementos

dietéticos en forma de gomita que se comercializan en Guatemala.

A. Especificidad

Para la especificidad se analizd principalmente el estdndar preparado a una
concentracion equivalente a la de las muestras (51.75 ppm), en el cual se observo un tiempo

de retencion promedio de 2.022 minutos (Cuadro No. 6).

Respecto a las muestras de la marca A, el pico obtenido presentd un tiempo de
retencion promedio de 1.999 minutos para el lote 1 y de 1.993 minutos para el lote 2. Para
las muestras de la marca B, el pico obtenido presentd un tiempo de retencion promedio de
2.002 minutos para el lote 1 y de 1.986 minutos para el lote 2. Al comparar los picos de
melatonina en los cromatogramas de la solucion estandar con los picos de melatonina en
las muestras de gomitas, pudo observarse que todos se encontraron en un tiempo de
retencion similar y ningun tiempo de retencion se encontrd fuera del rango de +1 min.
establecido por la AOAC (2023), lo cual evidencia la presencia de melatonina en las
muestras. Asimismo, al observar los cromatogramas de las muestras, se aprecia una clara
separacion de la melatonina respecto a los otros compuestos presentes en la formulacion de
las gomitas, prevaleciendo un pico de melatonina bien definido con un mayor porcentaje

de area respecto al resto de picos.

Las muestras fortificadas se analizaron con el fin de verificar si el método analitico era
capaz de producir resultados que reflejaran la presencia de melatonina en las muestras. Al
comparar los cromatogramas de las muestras normales con los cromatogramas de las

muestras fortificadas hubo una clara diferencia en las areas bajo la curva obtenidas, ya que
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al adicionar melatonina extra a las muestras se produjo una sobresaturacion que resulto en

el ensanchamiento de los picos.

B. Linealidad

La linealidad es un aspecto fundamental dentro de la validacion de un método
analitico, ya que permite confirmar que existe una relacion directa y proporcional entre la

concentracion del analito y la respuesta instrumental (Kumar et al., 2023)

La linealidad del método se evalué mediante la curva de calibracion de las soluciones
estandar de melatonina, a través de la regresion lineal y el coeficiente de correlacion
obtenido del analisis (R?). E1 ICH no establece valores especificos para la linealidad, por
lo que otras entidades como la USP y la AOAC sugieren que el coeficiente de correlacion
presente un valor >0.99, ya que esto significa que existe una excelente correlacion entre la
concentracion de la solucion y la respuesta analitica (AOAC, 2016). Como puede
observarse en el Cuadro No. 7, el valor de R? obtenido fue de 0.9932. Este valor se encontrd
dentro del rango de analisis aceptable, lo cual indica una excelente correlacion lineal dentro

del rango de concentraciones evaluado.

C. Exactitud

La exactitud corresponde a un parametro de validacion que se utiliza para evaluar qué
tan cercanos se encuentran los resultados obtenidos respecto al valor real o teorico,
obteniéndolo a través de un porcentaje de recuperacion (ICH, 2023). Asimismo, segin la
AOAC, los limites permitidos respecto a un porcentaje de recuperacion se encuentran en

un rango de 98-102% del valor obtenido (AOAC, 2016).

Haciendo énfasis en ello, los porcentajes de recuperacion obtenidos fueron ligeramente
superiores al 100% (Cuadro No. 8). No obstante, este valor se encontr6 dentro del rango de
aceptacion establecido por la AOAC (2016), lo cual indica que el método analitico fue

capaz de recuperar adecuadamente la melatonina presente en las soluciones. La proximidad
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al 100% sugiere que no hubo pérdidas significativas del analito durante el procedimiento,

lo cual es esencial para asegurar la confiabilidad y exactitud de los resultados.

D. Precision

La precision corresponde a un parametro de validacion que puede clasificarse en tres
niveles: repetibilidad, precision intermedia y reproductividad (ICH, 2023). Sin embargo,
en esta investigacion Unicamente se evalud la repetibilidad y la precision intermedia del
método, ya que la reproducibilidad es un pardmetro que requiere la evaluacion del método
mediante el ensayo en multiples laboratorios, siendo un factor limitante en esta

investigacion.

La repetibilidad es un parametro que se utiliza para medir la capacidad del método para
producir resultados consistentes al momento de llevar a cabo multiples mediciones bajo las
mismas condiciones experimentales (ICH, 2023). En este contexto, la evaluacion se llevod
a cabo mediante el célculo del coeficiente de variacion (%CV) utilizando las soluciones

estandar de melatonina a concentraciones bajas, medias y altas analizadas el dia 1.

De acuerdo con los criterios establecidos por la AOAC (2016), un %CV <2.0% se
considera aceptable para este pardmetro, y como puede observarse en el Cuadro No. 9, los
%CV obtenidos se encontraron muy por debajo de este limite. Esto indica que la
variabilidad entre las mediciones fue minima, lo cual demuestra que el método es capaz de

generar resultados consistentes bajo las mismas condiciones operativas.

Por su parte, la precision intermedia se refiere a las variaciones que pueden presentarse
dentro de los laboratorios, como lo pueden ser: diferentes dias de analisis, diferentes
analistas y diferentes equipos, entre otros aspectos (ICH, 2023). En este contexto, la
precision intermedia también se evalud mediante el %CV utilizando las soluciones estdndar
de melatonina a concentraciones bajas, medias y altas, pero analizadas en el dia 2, con el
fin de evaluar como se comporta el método bajo ciertas variaciones. Mediante el analisis
en el segundo dia también se obtuvieron %CV dentro del rango de aceptacion permitido,

ya que dichos valores fueron <2.0%.
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Al comparar los %CV obtenidos en entre ambos dias pudieron observarse leves
diferencias en los resultados, ya que estos fueron ligeramente mayores en el dia 2 para las
concentraciones de 1.035 ppm y 103.5 ppm. Sin embargo, en ambos dias de analisis los
valores permanecieron considerablemente por debajo del limite aceptable. En términos
generales, los promedios del %CV fueron de 0.2860% para la concentracion de 1.035 ppm,
0.6503% para la concentracion de 51.75 ppm y 0.6611% para la concentracion de 103.5
ppm. Estos resultados indican que el método cumple con los criterios establecidos para la

precision intermedia, demostrando su confiabilidad bajo condiciones variables de analisis.

E. LOD y LOQ

El LOD y LOQ corresponden a las concentraciones minimas a las que el analito se
puede ser detectado y cuantificado de manera fiable, respectivamente (ICH, 2023).
Mediante el anélisis se obtuvo un LOD de 0.00831 ppm, el cual representa la concentracion
mas baja del analito que el método de cromatografia HPLC es capaz de detectar, pero que
no de cuantificar con precision (ICH, 2023). Esto quiere decir que, si se hubiera obtenido
una concentracion menor a dicho valor, el equipo no podria distinguirla del ruido de fondo,
por lo que no se podria determinar con certeza si el analito estd presente en la muestra.
Respecto al LOQ, se obtuvo un valor de 0.02519 ppm, el cual representa la concentracion
mas baja de analito que el método de cromatografia HPLC es capaz de cuantificar con una

precision y exactitud aceptables (ICH, 2023).

El calculo de los valores de LOD y LOQ a partir de la curva de calibracion, sugiere
que el método posee una sensibilidad tedrica elevada. Al comparar estos valores con los
resultados obtenidos de cuantificacion, se observd que ambos limites fueron
considerablemente inferiores a la concentracion mas baja encontrada en las muestras, asi
como al estandar mas bajo empleado en la curva de calibracion (1.035 ppm). Esto indica

un buen potencial del método para detectar concentraciones bajas de melatonina.
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F. Robustez

Para evaluar la robustez del método, se llevaron a cabo nuevamente las lecturas de las
muestras, los estandares y la solucion blanco, utilizando el mismo cromatégrafo HPLC y
las mismas condiciones de analisis, pero empleando una columna diferente (Eclipse Plus).
Esta columna fue seleccionada para esta investigacion debido a su disponibilidad en el
laboratorio y a su compatibilidad con las condiciones de analisis utilizadas. De acuerdo con
lo establecido por la ICH (2023), esta variacion se introdujo de forma intencionada con el
objetivo de verificar que el desempefio del método no se viera comprometido, evaluando
asi su capacidad para tolerar modificaciones en los parametros operativos sin afectar su

fiabilidad.

Como puede observarse en el Cuadro No. 12, al reevaluar los parametros de
especificidad, linealidad, exactitud, precision, LOD y LOQ utilizando la columna Eclipse
Plus, se obtuvieron resultados equivalentes a los obtenidos con la columna Hypersil ODS,
manteniéndose en todos los casos dentro de los rangos de aceptacion permitidos. Los
resultados obtenidos evidenciaron una alta consistencia entre ambas columnas, ya que no
se observaron diferencias significativas entre ellas. Esta leve variacion confirma la robustez
del método y evidencia su capacidad para mantener un desempefio analitico confiable ante

variaciones en el sistema.

G. Cuantificacion de melatonina en las muestras

La cuantificacién de melatonina en cada producto se llevo a cabo con el propdsito de
verificar si la cantidad contenida coincidia con lo declarado en la etiqueta nutricional,

considerando el rango de aceptacion establecido para un principio activo.

Inicialmente se analizaron las muestras de gomitas de ambos lotes de la marca A, las
cuales indicaban en su etiqueta nutricional que por cada gomita habia 4 mg de melatonina.
Al llevar a cabo el andlisis de las muestras, se obtuvo un %R de 109.42% para el lote 1 y
de 109.45% para el lote 2. En el caso de las muestras de la marca B, estas indicaban en su

etiqueta nutricional que por cada 3 gomitas habia 10 mg de melatonina, dando un valor
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individual de 3.33 mg de melatonina por gomita. Al llevar a cabo el analisis, se obtuvo un

%R de 93.73% para el lote 1 y de 93.45% para el lote 2.

La concentracion de melatonina detectada en ambas marcas de gomitas se encontrd
dentro del rango aceptable establecido por la USP para productos no oficiales, es decir,
aquellos que no cuentan con una monografia especifica. Esto se debe a que, de acuerdo con
lo indicado por la USP, los ingredientes activos en estos productos pueden presentar una
variacion del 90-110% respecto al valor declarado en la etiqueta (USP, 2023). Por lo tanto,
dado a que ninguna de las muestras analizadas super6 estos limites, se concluye que ambas

marcas cumplieron con las cantidades adecuadas de melatonina para su comercializacion.

Haciendo énfasis en todo lo mencionado anteriormente, como conclusién de esta
investigacion puede establecerse que se cumplieron con los objetivos propuestos, ya que se
consigui6 disefiar y validar el método por cromatografia HPLC para la cuantificacion de
melatonina en suplementos dietéticos en forma de gomita que se comercializan en
Guatemala. Asimismo, mediante la evaluacion de la robustez se confirmo la hipotesis de
investigacion planteada al inicio del estudio, concluyendo que el método por HPLC
corresponde a un método de analisis idoneo para la cuantificacion de melatonina en este

tipo de suplementos dietéticos.

En caso de que se desee replicar esta investigacion, se recomienda evaluar la
reproducibilidad del método. Esto se debe a que dicho parametro se encarga de evaluar la
capacidad que este posee para producir resultados consistentes en distintos laboratorios,
por lo que es un parametro importante para asegurar que los resultados son confiables en
distintos entornos operativos. Asimismo, se recomienda utilizar el método disefiado como
referencia para futuras investigaciones en otro tipo de gomitas, a manera de corroborar su

utilidad practica en otras matrices.

65



VIII. Conclusiones

Se disefid un método analitico mediante cromatografia HPLC, para la cuantificacion
de melatonina en suplementos dietéticos en forma de gomita que se comercializan en

Guatemala, cuyos resultados fueron validos y confiables.

Se demostrd que el método por cromatografia HPLC es un método confiable para la
cuantificacion de melatonina en suplementos dietéticos en forma de gomita que se

comercializan en Guatemala.

De los valores obtenidos para los parametros de especificidad, linealidad, exactitud,
repetibilidad, precision intermedia, limite de deteccion, limite de cuantificacion y
robustez, se demostro que el método es adecuado para la cuantificacion de melatonina
en suplementos dietéticos en forma de gomita. Por lo tanto, el método cumple con los

criterios establecidos para su aplicacion en el andlisis de melatonina.

El porcentaje de recuperacion de melatonina por gomita en las muestras de la marca A,
fue de 109.42% para el lote 1 y de 109.45% para el lote 2, mientras que el porcentaje
de recuperacion de melatonina por gomita en las muestras de la marca B fue de 93.73%

para el lote 1 y de 93.45% para el lote 2.

Los porcentajes de recuperacion obtenidos para la marca A y B se encontraron dentro
del rango de variacion aceptable para un principio activo segun los criterios
establecidos por la USP. Esto indica que ambas marcas cumplen con las cantidades

adecuadas de melatonina para su comercializacion.
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IX. Recomendaciones

1. Dado a que la reproducibilidad no fue evaluada en el presente estudio, y debido a que
este parametro representa un aspecto importante dentro de la validacion analitica, se
recomienda incluirla en futuros trabajos a manera de verificar que los resultados sean

consistentes al ser analizados en distintos laboratorios.

2. Utilizar el método disefiado como referencia para futuras investigaciones en otro tipo

de gomitas, a manera de corroborar su utilidad practica en otras matrices.

3. Si bien en el presente estudio se evaluo la robustez mediante el uso de dos columnas
cromatograficas diferentes, se recomienda ampliar esta evaluacion incluyendo otros
factores criticos del sistema, como variaciones en la temperatura, ligeros ajustes en la
proporcion de la fase movil y, en caso de utilizarse un tampon, el pH del mismo. Esto
permitira comprobar con mayor profundidad la capacidad del método para mantenerse
confiable y consistente ante cambios operacionales comunes en entornos analiticos

reales.
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XI. Anexos

A. Glosario

10.

Centrifugacion: método utilizado para separar so6lidos de liquidos que poseen
diferente densidad mediante una fuerza giratoria (Gary, 2009).

Coeficiente de correlacién (R?): es una medida estadistica que se encarga de
cuantificar la direccion de la relacion lineal entre dos variables (Gutiérrez & de la
Vara, 2008).

Compuesto apolar: es un compuesto que posee adtomos con una distribucion
homogénea de carga eléctrica, generando un dipolo eléctrico neto. Esto significa
que la molécula no cuenta con un extremo positivo o negativo (Wade, 2011).
Compuesto polar: es un compuesto que posee atomos con una distribucion
desigual de carga eléctrica, generando un dipolo eléctrico. Esto significa que la
molécula cuenta con un extremo positivo y otro negativo (Wade, 2011).
Cromatograma: corresponde al grafico resultante de un analisis cromatografico
(Kumar et al., 2023).

Desviacion estandar: es una medida que muestra la dispersion de un conjunto de
datos respecto a su media (Gutiérrez & de la Vara, 2008).

Dilucion: corresponde al proceso en el que se reduce la concentracion de una
solucion al adicionar mas solvente (Skoog et al., 2015).

Efecto adverso: es aquella reaccion indeseada o perjudicial que se produce ante la
administracion de un medicamento (Illnait, 2012).

Excipiente: son sustancias inactivas que se agregan junto con el principio activo a
una formulacién farmacéutica, con el fin de facilitar la administracion, estabilidad
y absorcion del producto, asi como brindarle una apariencia agradable (Villafuerte,
2011).

Eluir: proceso en el que los componentes de una muestra son arrastrados a través

de la columna cromatografica por la fase movil (Kumar et al., 2023).

73



11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Fase estacionaria: corresponde al material solido que se encuentra dentro de la
columna cromatografica y con el cual interactian los compuestos de la muestra,
mientras son arrastrados por la fase mévil. (Manish et al., 2022).

Fase movil: corresponde al liquido que fluye a través del equipo HPLC y se encarga
de arrastrar los componentes de la muestra a través de la columna, donde ocurre la
separacion. (Manish et al., 2022).

Hipotesis de investigacion (Hi): corresponde a una suposicion que realiza el
investigador entorno a dos o mas variables, respecto a lo que pretende encontrar o
demostrar en el estudio (Gutiérrez & de la Vara, 2008).

Hipotesis nula (Ho): corresponde a una afirmacion en la que el investigador indica
que no hay efecto, diferencia, o relacion significativa entre las variables del estudio,
contrarrestando la hipétesis de investigacion (Gutiérrez & de la Vara, 2008).
Homogenizar: es el proceso en el que se obtiene una mezcla uniforme, asegurando
que todos sus componentes se encuentren distribuidos igualitariamente (Skoog et
al., 2015).

Impureza: se refiere a cualquier sustancia no deseada que se encuentre presente en
un producto, afectando con ello su calidad (Villafuerte, 2011).

Incertidumbre de equipo o cristaleria: se refiere a la variabilidad o margen de
error que se encuentra asociado con las mediciones que se ejecutan utilizando
equipos o cristaleria (Skoog et al., 2015).

Media: es una medida estadistica que indica el valor central de un conjunto de datos
(Gutiérrez & de la Vara, 2008).

Método analitico: corresponde a un procedimiento que se utiliza para identificar,
cuantificar o caracterizar los componentes presentes en una muestra (Gary, 2009).
Pendiente de la curva: es una medida que indica la tasa de cambio entre variables
en un punto especifico de la curva (Gutiérrez & de la Vara, 2008).

Principio activo: es el componente de un medicamento que es responsable de
brindar el efecto farmacolégico esperado (Villafuerte, 2011).

Registro sanitario: es un documento que autoriza y certifica a un producto

farmacéutico para poder ser comercializados legalmente en un pais (MSPAS, 2002).

74



23. Regresion lineal: es un método estadistico que se utiliza para analizar la relacion
entre variables dependientes e independientes (Gutiérrez & de la Vara, 2008).

24. Sobrenadante: se refiere a la porcion liquida que permanece en la parte superior
de la muestra luego de ser sometida al proceso de centrifugacion (Gary, 2009).

25. Solucién blanco: es una muestra que no contiene el analito de interés, pero si el
solvente utilizado para el andlisis. Esta solucion se utiliza para identificar posibles
interferencias o contaminantes que pudieran afectar el andlisis (Gary, 2009).

26. Solucion estandar: consiste en una solucién que posee una concentraciéon conocida
de analito y se prepara a partir de una solucion estdndar concentrada. Estas
soluciones se utilizan para calibrar equipos y generar curvas de calibracion que
permitiran cuantificar el analito de interés en una muestra (Gary, 2009).

27. Tiempo de retencion: corresponde al tiempo que tarda un compuesto en atravesar

la columna cromatografica hasta el detector (Kumar et al., 2023).

B. Fichas técnicas de los equipos

Cuadro No. 14: Especificaciones de la balanza analitica

Equipo Especificacion
Marca Ohaus
Modelo Pioneer
Incertidumbre +0.0001 g

Rango 0-210g

(Ohaus, s.f.).

El cuadro anterior presenta las especificaciones de la balanza analitica empleada en
el estudio. En la columna “Equipo” se enlistan las caracteristicas técnicas consideradas
para describir el instrumento y en la columna “Especificacion” se detallan los datos

correspondientes a cada una de estas caracteristicas.
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Cuadro No. 15: Especificaciones del cromatdgrafo Agilent Series modelo 1100

Equipo Especificacion

Cromatdgrafo Agilent Series
Modelo 1100

Rango de presion 0 a 5800 psi (0 a 400 bar)

Bomba Cuaternaria

Rango de flujo 0.001 a 10.0 mL/min
Detector UV/VIS

Rango de longitud de onda 190 a 790 nm

Lampara Deuterio

(Agilent Series modelo 1100, s.f.).

El cuadro anterior presenta las especificaciones del cromatdgrafo Agilent Series
modelo 1100. En la columna “Equipo” se enlistan las caracteristicas técnicas consideradas
para describir el instrumento y en la columna “Especificacion” se detallan los datos

correspondientes a cada una de estas caracteristicas.

Cuadro No. 16: Especificaciones de la columna Hypersil ODS

Equipo Especificacion
Marca Hypersil ODS
Tipo C18 Fase inversa
Dimensiones 200 x 2.1 mm
Tamafo de particula 5 um

(Hypersil ODS, s.f.).

El cuadro anterior presenta las especificaciones de la columna Hypersil ODS. En la
columna “Equipo” se enlistan las caracteristicas técnicas consideradas para describir el
instrumento y en la columna “Especificacion” se detallan los datos correspondientes a cada

una de estas caracteristicas.
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Cuadro No. 17: Especificaciones de la columna Eclipse Plus

Equipo Especificacion
Marca Eclipse Plus
Tipo C18 Fase inversa
Dimensiones 4.6 x 100 mm
Tamaio de particula Spum

(Eclipse Plus, s.f.).

El cuadro anterior presenta las especificaciones de la columna Eclipse Plus. En la
columna “Equipo” se enlistan las caracteristicas técnicas consideradas para describir el
instrumento y en la columna “Especificacion” se detallan los datos correspondientes a cada

una de estas caracteristicas.

C. Datos originales

Cuadro No. 18: Cantidad de melatonina por gomita de las marcas utilizadas para este
estudio

Marca A (mg) Marca B (mg)
4.0 3.33

En el cuadro anterior se muestra la cantidad de melatonina por gomita indicada en
la etiqueta nutricional de las marcas utilizadas para este estudio. La marca A indica que
cada gomita cuenta con 4 mg de melatonina, mientras que la marca B indica que por cada

3 gomitas hay 10 mg de melatonina, correspondiendo a una cantidad por gomita de 3.33

mg.

Cuadro No. 19: Cantidad pesada de melatonina para la preparacion de la solucion madre

Compuesto Cantidad pesada (£0.0001 g)
Melatonina 0.1035

En el cuadro anterior se muestra la cantidad pesada de melatonina para la

preparacion de la solucion madre, a una concentracion de 1000 ppm.
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Cuadro No. 20: Peso individual de 10 gomitas de melatonina de ambos lotes de la marca

AyB
Peso de gomitas de la Peso de gomitas de la
Gomita No. Marca A (£0.0001 g) Marca B (£0.0001 g)
Lote 1 (g) Lote 2 (g) Lote 1 (g) Lote 2 (g)

1 2.9993 3.0335 3.1719 3.1339
2 2.9968 3.0118 3.1637 3.1903
3 2.9728 3.0538 3.1840 3.1635
4 3.0139 3.1228 3.2191 3.1983
5 3.0985 3.0667 3.1614 3.0941
6 2.9603 3.0030 3.1045 3.1243
7 3.0192 3.0988 3.1097 3.1377
8 3.1495 2.9349 3.1238 3.1099
9 3.0263 3.1079 3.1448 3.1079
10 2.9653 3.084 3.1238 3.0621

En el cuadro anterior se muestra el peso individual de 10 gomitas de melatonina de

ambos lotes de la marca Ay B.

Cuadro No. 21: Cantidad necesaria de cada gomita de melatonina para la preparacion de
las soluciones a 50 ppm.

Lote No. Peso de gomitas de la Peso de gomitas de la
Marca A (+0.0001 g) Marca B (£0.0001 g)

1 1.9073 2.3457

2 1.8664 24175

En el cuadro anterior se muestra la cantidad necesaria de las gomitas de melatonina
para la preparacion de las soluciones a 50 ppm (equivalente a 2.5 mg de melatonina). Esta
cantidad se determino con base al peso promedio de las gomitas y la cantidad de melatonina

declarada en la etiqueta nutricional (Cuadro No. 18).
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Cuadro No. 22: Cantidad pesada de las gomitas de melatonina para la preparacion de las

soluciones en triplicado a 50 ppm

Peso de gomitas de la Peso de gomitas de la
Solucion No. Marca A (£0.0001 g) Mareca B (£0.0001 g)
Lote 1 (g) Lote 2 (g) Lote 1 (g) Lote 2 (g)
1 1.9122 1.8695 2.3575 2.4362
2 1.9172 1.8683 2.3362 2.4150
3 1.9086 1.8765 2.3560 2.4050

En el cuadro anterior se muestra la cantidad pesada de las gomitas de melatonina de
las marcas A y B, para la preparacion de las soluciones en triplicado a 50 ppm. La columna
“Solucion No.” identifica el nimero asignado a cada una de las soluciones preparadas. Las
siguientes columnas muestran el peso de las gomitas de la marca A y de la marca B
respectivamente, diferenciados por lote 1 y lote 2, para la preparacion de las soluciones a
dicha concentracion. Estos pesos se efectuaron tomado en cuenta los datos indicados en el

Cuadro No. 21.

Cuadro No. 23: Cantidad pesada de las gomitas de melatonina para la preparacion de las
soluciones fortificadas en triplicado a 100 ppm

Peso de gomitas de la Peso de gomitas de la
Solucion No. Marca A (£0.0001 g) Marca B (£0.0001 g)
Lote 1 (g) Lote 2 (g) Lote 1 (g) Lote 2 (g)
1 1.9147 1.8740 2.3434 2.4634
2 1.9067 1.8631 2.3672 2.4720
3 1.9012 1.8620 2.3410 2.4332

En el cuadro anterior se muestra la cantidad pesada de las gomitas de melatonina de
las marcas A y B para la preparacion de las soluciones fortificadas en triplicado a 100 ppm.
La columna “Solucion No.” identifica el nimero asignado a cada una de las soluciones
preparadas. Las siguientes columnas muestran el peso de las gomitas de la marca Ay de la

marca B respectivamente, diferenciados por lote 1 y lote 2 para la preparacion de las
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soluciones a dicha concentracion. Estos datos fueron obtenidos seglin la informacion del

Cuadro No. 21.

Cuadro No. 24: Cantidad pesada de melatonina para la preparacion de las soluciones
fortificadas en triplicado a 100 ppm

Solucion No.

Peso de melatonina para la
Marca A (£0.0001 g)

Peso de melatonina para la
Marca B (£0.0001 g)

Lote 1 (g) Lote 2 (g) Lote 1 (g) Lote 2 (g)
1 0.0254 0.0256 0.0258 0.0255
2 0.0256 0.0251 0.0254 0.0258
3 0.0253 0.0254 0.0252 0.0252

En el cuadro anterior se muestra la cantidad pesada de las gomitas de melatonina de
las marcas A y B para la preparacion de las soluciones fortificadas en triplicado a 100 ppm.
La columna “Solucion No.” identifica el nimero asignado a cada una de las soluciones
preparadas. Las siguientes columnas muestran el peso de las gomitas de la marca Ay de la
marca B respectivamente, diferenciados por lote 1 y lote 2. Estos pesos se efectuaron a

manera de obtener soluciones doblemente concentradas.

1. Datos obtenidos mediante un cromatografo Agilent Series modelo 1100 con una

columna Hypersil ODS.

Cuadro No. 25: Datos obtenidos de las lecturas en sextuplicado de las soluciones
estandar de melatonina, utilizando la columna Hypersil ODS

Concentracion de las
soluciones estandar tr (min) Area bajo la curva
(ppm)
1.859 1,056.39
1.968 1,057.23
1.976 1,054.86
1035 1.976 1,094.70
1.967 1,055.88
1.976 1,093.71
25.875 1.874 6,320.03
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1.99 6,201.29

1.996 6,189.85

2.019 6,209.83

2.016 6,206.39

2.02 6,199.75

1.9 13,925.0

2.046 14,055.7

2.055 14,149.0

SLT5 2.033 14,090.6
2.05 13,953.8

2.046 14,049.0

1.9 17,438.0

2.053 17,940.8

2.042 17,910.4

77.625 2.037 17,958.0
2.044 17,900.7

2.041 17,954.0

1.91 23,073.8

2.022 24,210.5

2.034 24,298.7

103.5 2.021 24,371.0
2.037 23,361.3

2.026 24,211.9

En el cuadro anterior se muestran los datos obtenidos de las lecturas en sextuplicado
de las soluciones estandar de melatonina, utilizando la columna Hypersil ODS. La columna
“Concentracion de las soluciones estandar”, muestra la concentracion empleada para cada
solucion. La columna “tr”, indica el tiempo de retencidon correspondiente a cada lectura
obtenida durante el analisis cromatografico. Finalmente, la columna “Area bajo la curva”,

registra el valor del area obtenido para cada concentracion.

Cuadro No. 26: Datos obtenidos de las lecturas en triplicado de las soluciones estandar a
concentraciones bajas, medias y altas en el dia 1, utilizando la columna Hypersil ODS

Concentracion de las

tr (mi Area bajo 1
soluciones estandar (ppm) R (min) rea bajofa curva

1.859 1,056.39
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1.035 1.968 1,057.23
1.976 1,054.86
1.900 13,925.0
51.75 2.046 14,055.7
2.055 14,149.0
1.910 24,073.8
103.5 2.022 24,210.5
2.034 24,298.7

En el cuadro anterior se muestran los datos obtenidos de las lecturas en triplicado
de las soluciones estandar de melatonina a concentraciones bajas, medias y altas en el dia
1, utilizando la columna Hypersil ODS. La columna “Concentracion de las soluciones
estandar”, muestra la concentracion empleada para cada solucion. La columna “tr”, indica
el tiempo de retencion correspondiente a cada lectura obtenida durante el andlisis
cromatografico. Finalmente, la columna “Area bajo la curva”, registra el valor del area

obtenido para cada concentracion.

Cuadro No. 27: Datos obtenidos de las lecturas en triplicado de las soluciones estandar
en el dia 2, utilizando la columna Hypersil ODS

Concentracion de las ) . .
] , tr (min) Area bajo la curva
soluciones estandar (ppm)
1.976 1,094.7
1.035 1.967 1,085.8
1.976 1,093.7
2.033 14,090.6
51.75 2.050 13,953.8
2.046 14,049.0
2.021 24,371.0
103.5 2.037 23,961.3
2.026 242119

En el cuadro anterior se muestran los datos obtenidos de las lecturas en triplicado
de las soluciones estdndar de melatonina a concentraciones bajas, medias y altas en el dia
2, utilizando la columna Hypersil ODS. La columna “Concentraciéon de las soluciones

estandar”, muestra la concentracion empleada para cada solucion. La columna “tr”, indica
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el tiempo de retencion correspondiente a cada lectura obtenida durante el andlisis

cromatografico. Finalmente, la columna “Area bajo la curva”, registra el valor del area

obtenido para cada concentracion.

Cuadro No. 28: Datos obtenidos de las lecturas en triplicado de las muestras

Marca A Marca B
Lote No. ) Area bajo la ) Area bajo la
tr (min) tr (min)
curva curva
1.995 13,139.7 2.004 11,191.6
1 2.003 13,412.7 1.999 11,554.9
1.998 13,255.9 2.002 11,441.4
1.993 13,221.9 1.988 11,396.9
2 1.994 13,379.6 1.984 11,438.4
1.991 13,170.9 1.986 11,220.3

En el cuadro anterior se muestran los datos obtenidos de las lecturas en triplicado
de las muestras de ambos lotes de las marcas A y B. La columna “Lote No.” indica el
nimero de lote analizado. La columna “tr”, indica el tiempo de retencidon correspondiente
a cada lectura obtenida durante el analisis cromatografico y la columna “Area bajo la curva”
registra el valor del area obtenido para cada concentracion, correspondientes a la marca A

yB

Cuadro No. 29: Datos obtenidos de las lecturas en triplicado de las muestras fortificadas

Marca A Marca B
Lote No. ) Area bajo la ] Area bajo la
tr (min) tr (min)
curva curva
1.906 19,810.2 1.952 20,983.0
1 1.908 19,396.7 2.005 19,916.1
1.937 19,396.9 1.949 20,369.9
1.929 19,606.9 1.921 19,115.9
2 1.935 20,959.2 1.904 20,861.8
1.933 19,964.8 1.908 20,442.6
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En el cuadro anterior se muestran los datos obtenidos de las lecturas en triplicado
de las muestras fortificadas de ambos lotes de las marcas A y B. La primera columna
muestra el numero de lote, mientras que las siguientes columnas indican el tr y el area bajo
la curva registrada para cada lectura. La columna “Lote No.” indica el nimero de lote
analizado. La columna “tr”, indica el tiempo de retencion correspondiente a cada lectura
obtenida durante el analisis cromatografico y la columna “Area bajo la curva” registra el

valor del area obtenido para cada concentracion, correspondientes a la marca Ay B.

Cuadro No. 30: Datos obtenidos de las lecturas de la solucién blanco metanol/agua
(50:50) utilizando la columna Hypersil ODS

Lectura No. tr (min) Area bajo la curva
1 1.892 25.8361
2 1.891 25.3893
3 1.898 24.0976
4 1.892 31.2141
5 1.890 26.3164
6 1.892 26.1415
7 1.897 25.5232
8 1.902 29.0634
9 1.902 32.0068
10 1.898 26.7942
11 1.873 47.9936
12 1.871 30.9983
13 1.879 32.4904
14 1.886 34.7645
15 1.902 31.8613
16 1.895 31.4651
17 1.890 29.1960
18 1.895 27.0656
19 1.909 29.3691
20 1.901 31.3339

En el cuadro anterior se muestran los datos obtenidos de las veinte lecturas de la
solucion blanco metanol/agua (50:50), utilizando la columna Hypersil ODS. La columna
“Lectura No.”, muestra el nimero de lectura analizada. La columna “tr”, indica el tiempo

de retencion correspondiente a cada lectura obtenida durante el andlisis cromatografico.
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Finalmente, la columna “Area bajo la curva”, registra el valor del drea obtenido para cada

concentracion.

2. Datos obtenidos mediante un cromatégrafo Agilent Series modelo 1100 con la

columna Eclipse Plus

Cuadro No. 31: Datos obtenidos de las lecturas en sextuplicado de las soluciones
estandar de melatonina utilizando la columna Eclipse Plus

Concentracion de las
soluciones estandar tr (min) Area bajo la curva
(ppm)
1.821 1,060.40
1.846 1,058.23
1.939 1,064.86
1.035 1.947 1,096.74
1.948 1,054.81
1.942 1,093.76
1.953 6,522.23
1.954 6,201.26
1.951 6,588.85
25875 1.951 6,509.82
1.950 6,319.38
1.954 6,399.67
1.960 13,924.0
1.955 14,056.7
1.959 14,150.0
51.75 1.960 14,080.6
1.957 13,953.3
1.958 14,047.0
1.961 17,939.0
1.958 17,940.8
1.960 17,910.1
77.625 1.960 17,957.0
1.962 17,901.7
1.960 17,954.0
1.957 23,073.7
103.5 1.959 24,210.5
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1.961 24,297.7
1.962 24,372.0
1.964 23,361.2
1.963 24,211.0

En el cuadro anterior se muestran los datos obtenidos de las lecturas en sextuplicado
de las soluciones estandar de melatonina, utilizando la columna Eclipse Plus. La columna
“Concentracion de las soluciones estandar”, muestra la concentracion empleada para cada
solucion. La columna “tr”, indica el tiempo de retencion correspondiente a cada lectura
obtenida durante el analisis cromatografico. Finalmente, la columna “Area bajo la curva”,

registra el valor del drea obtenido para cada concentracion.

Cuadro No. 32: Datos obtenidos de las lecturas en triplicado de las soluciones estandar a
concentraciones bajas, medias y altas en el dia 1, utilizando la columna Eclipse Plus

Concentracion de las
soluciones estandar tr (min) Area bajo la curva

(ppm)
1.821 1,060.4

1.035 1.846 1,058.2
1.939 1,064.8
1.960 13,924.0

51.75 1.955 14,056.7
1.959 14,150.0
1.957 24,073.7

103.5 1.959 24,210.5
1.961 24,297.7

En el cuadro anterior se muestran los datos obtenidos de las lecturas en triplicado
de las soluciones estdndar de melatonina a concentraciones bajas, medias y altas en el dia
1, utilizando la columna Eclipse Plus. La columna “Concentracion de las soluciones
estandar”, muestra la concentracion empleada para cada solucion. La columna “tr”, indica
el tiempo de retencion correspondiente a cada lectura obtenida durante el andlisis
cromatografico. Finalmente, la columna “Area bajo la curva”, registra el valor del area

obtenido para cada concentracion.
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Cuadro No. 33: Datos obtenidos de las lecturas en triplicado de las soluciones estandar a
concentraciones bajas, medias y altas en el dia 2, utilizando la columna Eclipse Plus

Concentracion de las
soluciones estandar tr (min) Area bajo la curva

(ppm)
1.947 1,096.7

1.035 1.948 1,084.8
1.942 1,093.7
1.960 14,080.6

51.75 1.957 13,9533
1.958 14,047.0
1.962 24,372.0

103.5 1.964 23,961.2
1.963 24,211.0

En el cuadro anterior se muestran los datos obtenidos de las lecturas en triplicado
de las soluciones estandar de melatonina a concentraciones bajas, medias y altas en el dia
2, utilizando la columna Eclipse Plus. La columna “Concentracion de las soluciones
estandar”, muestra la concentracion empleada para cada solucion. La columna “tr”, indica
el tiempo de retencion correspondiente a cada lectura obtenida durante el andlisis
cromatografico. Finalmente, la columna “Area bajo la curva”, registra el valor del area

obtenido para cada concentracion.

Cuadro No. 34: Datos obtenidos de las lecturas de la solucién blanco metanol/agua
(50:50) utilizando la columna Eclipse Plus

Lectura No. tr (min) Area bajo la curva
1 1.892 24.8262
2 1.888 24.3447
3 1.874 24.5972
4 1.878 25.1138
5 1.898 24.3464
6 1.895 25.5141
7 1.894 24.5232
8 1.901 24.6634
9 1.892 25.6062
10 1.898 24.7902
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11 1.886 25.9534
12 1.895 24.9582
13 1.899 25.4704
14 1.871 25.1745
15 1.904 24.8653
16 1.872 26.2146
17 1.899 24.9055
18 1.894 24.3322
19 1.902 24.5975
20 1.901 24.3137

En el cuadro anterior se muestran los datos obtenidos de las veinte lecturas de la
solucion blanco metanol/agua (50:50), utilizando la columna Eclipse Plus. La columna
“Lectura No.”, muestra el nimero de lectura analizada. La columna “tr”, indica el tiempo
de retencion correspondiente a cada lectura obtenida durante el andlisis cromatografico.
Finalmente, la columna “Area bajo la curva”, registra el valor del rea obtenido para cada

concentracion.

D. Calculos

1. Concentracion experimental de las soluciones de melatonina

a. Solucion madre

1,000 ug melatonina

0.1035(+0.0001)g melatoni
( )g melatonina x5 oo S oning

= 103,500 ug melatonina

103,500(+0.0001)ug melatonina
100 (+0.05)mL solucion

= 1,035(£5.0 * 10™%) ppm

El calculo anterior se efectu6 para obtener la concentracion experimental (ppm) de

la solucion madre, con base en la cantidad de melatonina pesada.
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b. Soluciones estandar
G,Vy = GV,

_ 1,035(£5.0 * 107%) ppm * 0.1(+0.05)mL
2T 100 (+0.05)mL

= 1.035(%5.0 * 10~ H)ppm

El calculo anterior se efectud para obtener la concentracion experimental (ppm) de

todas las soluciones estandar, sustituyendo en cada caso los valores respectivos para V.

Cuadro No. 35: Concentracion experimental de las soluciones estandar de melatonina

Solucion estandar Volumen de alicuota de la | Concentracion experimental
No. solucién madre (mL) (£5.0%¥10™) (ppm)
1 0.1 1.035
2 2.5 25.86
3 5.0 51.75
4 7.5 77.63
5 10.0 103.5

En el cuadro anterior se muestran las concentraciones experimentales de las
soluciones estandar de melatonina con base a la concentracion experimental de la solucion
madre obtenida mediante el cédlculo a. La columna “Solucion estandar No.” indica el
nimero de solucion estandar analizada. La columna “Volumen de alicuota de la solucion
madre” indica el volumen de solucion madre utilizada para la preparacion de cada solucion
estandar. Finalmente, la columna “Concentracion experimental” indica la concentracion

obtenida de cada solucion estandar segtin el volumen de alicuota utilizado.
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Figura No. 12: Linealidad del sistema de cuantificacion de melatonina utilizando la
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2. Evaluacion de parametros de validacion

a. Exactitud

%R CE 100
= — %
T

1.044 ppm

R = ——————
o 1.035 ppm

* 100 = 100.87%

El calcul6 anterior se efectud para evaluar la exactitud del método, utilizando las

soluciones estandar a tres distintas concentraciones (baja, media y alta): 1.035 ppm, 51.75

ppm y 103.5 ppm respectivamente. Se efectu6 el mismo célculo para evaluar la exactitud

con ambas columnas. En cada caso se sustituyeron los valores respectivos.
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Cuadro No. 36: Resultados de los porcentajes de recuperacion (%R)

Tipo de columna Estandar 1 (%R) Estandar 3 (%R) | Estandar 5 (%R)
Hypersil ODS 100.87% 100.21% 100.06%
Eclipse Plus 100.93% 100.27% 100.12%

En el cuadro anterior se muestran los resultados de los porcentajes de recuperacion
calculados para las soluciones estandar a tres distintas concentraciones (baja, media y alta):
1.035 ppm, 51.75 ppm y 103.5 ppm respectivamente, utilizando ambas columnas. Estos

resultados fueron obtenidos mediante el calculo a.

b. Precision
1) Repetibilidad

a) Desviacion estandar (o)

/Z(Xi - X)?
o’ = ——————————
n—1
2.8878 ppm
o = T = 1.20162 ppm

El calcul¢ anterior se efectuo para calcular la desviacion estandar de las soluciones
estandar a tres distintas concentraciones (baja, media y alta): 1.035 ppm, 51.75 ppm y 103.5
ppm respectivamente. Para ello se utilizaron las areas bajo la curva obtenidas de las lecturas
en triplicado y el promedio de las mismas. Se efectud el mismo calculo para calcular la
desviacion estandar utilizando ambas columnas. En cada caso se sustituyeron los valores

respectivos.

Cuadro No. 37: Resultados de las desviaciones estandar de las soluciones estandar a
concentraciones bajas, medias y altas, analizadas en el dia 1

Tipo de columna Estandar 1 (ppm) | Estandar 3 (ppm) | Estandar 5 (ppm)
Hypersil ODS 1.20162 112.5192 113.318
Eclipse Plus 3.38027 113.571 112.9115
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En el cuadro anterior se muestran los resultados de la desviacion estdndar calculada
para las soluciones estandar a tres distintas concentraciones (baja, media y alta): 1.035 ppm,
51.75 ppm y 103.5 ppm respectivamente, utilizando ambas columnas. Estos resultados

fueron obtenidos mediante el calculo a).

b) Coeficiente de variacion (% CV)
o
%CV = (;) %100

1.20162

0 (===
nev (1056.16

) * 100 = 0.113%

El calculd anterior se efectudé para evaluar el coeficiente de variacion de las
soluciones estandar a tres distintas concentraciones (baja, media y alta): 1.035 ppm, 51.75
ppm y 103.5 ppm respectivamente, utilizando ambas columnas. Para ello se utiliz6 la
desviacion estandar obtenida mediante el calculo a) y el promedio de las areas bajo la curva

de los estandares. En cada caso se sustituyeron los valores respectivos.

Cuadro No. 38: Resultados de los coeficientes de variacion (%CV) de las soluciones
estandar a concentraciones bajas, medias y altas, analizadas en el dia 1

Tipo de Estandar 1 Estandar 3 Estandar 5
columna (%CV) (%CV) (%CV)
Hypersil ODS 0.11377 0.80123 0.46837
Eclipse Plus 0.31854 0.80870 0.46669

En el cuadro anterior se muestran los resultados del coeficiente de variacion
calculado para las soluciones estandar a tres distintas concentraciones (baja, media y alta):
1.035 ppm, 51.75 ppm y 103.5 ppm respectivamente, utilizando ambas columnas. Estos

resultados fueron obtenidos mediante el calculo b).
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2) Precision intermedia

Cuadro No. 39: Resultados de las desviaciones estandar de las soluciones estandar a
concentraciones bajas, medias y altas, analizadas en el dia 2

Tipo de columna Estandar 1 (ppm) | Estandar 3 (ppm) | Estandar 5 (ppm)
Hypersil ODS 4.83186 70.1283 206.546
Eclipse Plus 6.20897 65.9721 206.9934

En el cuadro anterior se muestran los resultados de la desviacion estandar calculada
para las soluciones estandar a tres distintas concentraciones (baja, media y alta): 1.035 ppm,
51.75 ppm y 103.5 ppm respectivamente, utilizando ambas columnas. Estos resultados

fueron obtenidos mediante el célculo a).

Cuadro No. 40: Resultados de los coeficientes de variacion (%CV) de las soluciones
estandar a concentraciones bajas, medias y altas, analizadas en el dia 2

Tipo de Estandar 1 Estandar 3 Estandar 5
columna (%CV) (%CV) (%CV)
Hypersil ODS 0.4582 0.4993 0.8537
Eclipse Plus 0.5687 0.4703 0.8560

En el cuadro anterior se muestran los resultados del coeficiente de variacion
calculado para las soluciones estandar a tres distintas concentraciones (baja, media y alta):
1.035 ppm, 51.75 ppm y 103.5 ppm respectivamente, utilizando ambas columnas. Estos

resultados fueron obtenidos mediante el calculo b).

¢. Limite de deteccion (LOD)

3.3%0

LOD =
S

_ (33%0.5625)

Lob 223.34

= 0.00831 ppm

El calculé anterior se efectud para evaluar el limite de deteccion del método,

utilizando la desviacion estdndar de los resultados del area bajo la curva obtenidos de la

93



solucion blanco metanol/agua (50:50) y la pendiente de la curva de calibracion (Figura No
11) utilizando la columna Hypersil ODS. Se efectuo el mismo calculo para evaluar el LOD

del método, utilizando los resultados obtenidos con la columna Eclipse Plus.

d. Limite de cuantificacion (LOQ)

10 x o
S

LOQ =

_ (10 % 0.5625)

L0Q =~~~ = 0.02519 ppm

El calcul6 anterior se efectud para evaluar el limite de cuantificacion del método,
utilizando la desviacion estandar de los resultados del area bajo la curva obtenidos de la
solucion blanco metanol/agua (50:50) y la pendiente de la curva de calibracion (Figura No.
11) utilizando la columna Hypersil ODS. Se efectu6 el mismo calculo para evaluar el LOQ

del método, utilizando los resultados obtenidos con la columna Eclipse Plus.

Cuadro No. 41: Resultados del limite de deteccion (LOD) y del limite de cuantificacion
(LOQ) utilizando la solucién blanco

Tipo de columna LOD (ppm) LOQ (ppm)
Hypersil ODS 0.00831 0.02519
Eclipse Plus 0.00864 0.02620

En el cuadro anterior se muestran los resultados del LOD y LOQ calculados

utilizando la solucion blanco metanol/agua (50:50), utilizando ambas columnas. Los

resultados fueron obtenidos mediante los calculos 3) y 4).

3. Cuantificacion de melatonina en muestras de gomitas

a. Concentracion de melatonina de la muestra en balén de 100 mL

y = 223.34(+11.899)x + 1,015.7(+754.24)
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~1,3139.7 — 1,015.7
B 223.34

X

x = 54.2849 ppm

El calcul6 anterior se efectud para la marca A (muestra 1 del lote 1), utilizando la
ecuacion de la curva de calibracion de las soluciones estandar de melatonina (Figura No.
11) y sustituyendo en el intercepto el area bajo la curva de la muestra. Se efectud el mismo
calculo para obtener la concentracion de melatonina en el baléon de 100 mL utilizado para
la preparacion de las soluciones, para las tres muestras de ambos lotes de las marcas Ay B,
utilizando ambas columnas. Para los resultados obtenidos con la columna Eclipse Plus se

utiliz6 la respectiva ecuacion de la curva de calibracion (Figura No. 12).

Cuadro No. 42: Resultados de la concentracion de melatonina de la muestra en balon de

100 mL
Muestra Marca A Marca B
No. Lote 1 (ppm) | Lote2 (ppm) | Lote 1 (ppm) | Lote 2 (ppm)
1 54.2849 54.6530 45.5625 46.4816
2 55.5073 55.3591 47.1888 46.6674
3 54.8052 54.4246 46.6808 45.6909

En el cuadro anterior se muestran los resultados de la concentracion de melatonina

de la muestra en balon de 100 mL. Estos resultados se obtuvieron mediante el calculo a.

b. Cantidad de melatonina de 1a muestra en balon de 100 mL

50 mL solucion =

54.2849

mL

Hg

= 2,714.2473 ng = 2.7142 mg

El calcul6 anterior se efectud para la marca A (muestra 1 del lote 1), utilizando la

concentracion obtenida mediante el calculo a y multiplicadndola por los mL utilizados para
la preparacion de la solucion. Se efectud el mismo calculo para obtener la cantidad de
melatonina (mg) en el balén de 100 mL utilizado para la preparacion de las soluciones de
las tres muestras de ambos lotes de las marcas A y B, utilizando ambas columnas. En cada

caso se sustituyeron los valores respectivos.

95



Cuadro No. 43: Resultados de la cantidad de melatonina de la muestra en balon de 100

mL
Muestra Marca A Marca B
No. Lote 1 (mg) Lote 2 (mg) Lote 1 (mg) Lote 2 (mg)
1 2.7142 2.7326 2.2781 2.3241
2 2.7754 2.7680 2.3594 2.3334
3 2.7403 2.7212 2.3340 2.2845

| En el cuadro anterior se muestran los resultados de la cantidad de melatonina de la
muestra en balon de 100 m para ambos lotes de la marca A y B. Estos resultados se

obtuvieron mediante el calculo b.

¢. Cantidad de melatonina en muestras de gomitas

1) Cantidad real de melatonina que contiene cada gomita

mg
gomita

(2.7142 mg melatonina) (3.0517 g gomita
*

= 4.3317
1.9122 g gomita )

1 gomita

El calcul6 anterior se efectu6 para la marca A (muestra 1 del lote 1), dividiendo el
resultado obtenido mediante el calculo b entre el peso individual de la gomita utilizado para
la preparacion de la solucion y multiplicandolo por el peso promedio de las 10 gomitas. Se
efectud el mismo célculo para obtener la cantidad real de melatonina que contiene cada
gomita para ambos lotes de las marcas A y B, utilizando ambas columnas. En cada caso se

sustituyeron los valores respectivos.

Cuadro No. 44: Resultados de la cantidad real de melatonina en cada muestra

Muestra Marca A Marca B
No. Lote 1 (mg) Lote 2 (mg) Lote 1 (mg) Lote 2 (mg)
1 4.3317 4.3649 3.0223 3.0750
2 4.4177 4.4242 3.1587 3.1143
3 4.3815 4.3305 3.0985 3.0619
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En el cuadro anterior se muestran los resultados de la cantidad real de melatonina
presente en cada muestra de gomita para ambos lotes de la marca A y B. Estos resultados

se obtuvieron mediante el calculo 1).

2) Porcentaje de recuperacion de melatonina en ambas marcas de gomitas

%R CE 100
= — X%
T

43769 m
%R = ngg £100 = 109.42%

El calcul6 anterior se efectud para el lote 1 de la marca A, utilizando el promedio
de los resultados obtenidos mediante el calculo 1) y la cantidad de melatonina indicada en
la etiqueta nutricional (4 mg). Se efectud el mismo calculo para obtener el porcentaje de
recuperacion de melatonina presente en ambos lotes de las marcas A y B, utilizando ambas
columnas. En cada caso se sustituyeron los valores respectivos, donde la cantidad de

melatonina por gomita indicada etiqueta nutricional de la marca B fue de 3.33 mg.

Cuadro No. 45: Resultados de los porcentajes de recuperacion (%R) de melatonina en
ambas marcas de gomitas

Marca A Marca B
Lote 1 (%R) Lote 2 (%R) Lote 1 (%R) Lote 2 (%R)
109.42% 109.33% 93.73% 93.45%

En el cuadro anterior se muestra el porcentaje de recuperacion de melatonina en

ambos lotes de las marcas A y B. Estos resultados fueron obtenidos mediante el céalculo 2).
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E. Analisis Estadistico

Cuadro No. 46: Estadistica descriptiva del peso individual de 10 gomitas de melatonina
para ambos lotes de la marca Ay B

Marca A Marca B
Lote Promedio De,sviaci()n %CV de | Promedio de Defviaci()n %CV
No. | delos pesos | estandar de e - estandar de | de los
(2) los pesos (g) los pesos (g) | pesos
| 3.0202 0.06033 2.00% 3.1508 0.03624 1.15%
2 3.0517 0.05739 1.88% 3.1322 0.04252 1.36%

En el cuadro anterior se muestra la estadistica descriptiva del peso individual de 10
gomitas de melatonina de ambos lotes de las marcas Ay B. la columna. Para ello se calculd
el promedio de los pesos de las 10 gomitas, y, posteriormente, se calculd su respectiva
desviacion estdndar y %CV con el fin de evaluar el grado de variacion y uniformidad en

los pesos de cada lote.

1. Estadistica descriptiva de los datos obtenidos utilizando la columna Hypersil

ODS.

Cuadro No. 47: Estadistica descriptiva de las lecturas en sextuplicado de las soluciones
estandar, utilizando la columna Hypersil ODS

., Desviacion . Desviacion
Concentracion de . , Promedio del ,
. Promedio estandar del i . estandar del
las soluciones . . area bajo la , .
, del tr (min) tr (min) area bajo la
estandar (ppm) curva
curva
1.035 1.954 0.0466 1,068.80 19.6999
25.875 1.986 0.0562 6,221.192 48.8980
51.75 2.022 0.0601 14,037.183 84.1150
77.625 2.020 0.0588 17,850.3 203.316
103.5 2.008 0.0486 23,921.2 555.806

En el cuadro anterior se muestra la estadistica descriptiva de las lecturas en

sextuplicado de las soluciones estandar, utilizando la columna Hypersil ODS. Para ello se
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calcul6 el promedio de los tr y de las areas bajo la curva obtenidas, asi como la respectiva

desviacion estandar de cada promedio.

Cuadro No. 48: Estadistica descriptiva de las lecturas en triplicado de las soluciones
estandar a concentraciones bajas, medias y altas en el dia 1, utilizando la columna

Hypersil ODS
Concentracion Promedio . Desviacion
- .. Promedio i
de las de la Promedio | Desviacion del drea estandar
soluciones concentracion del tr estandar . del area
7 . . bajo la .
estandar encontrada (min) del tr (min) curva bajo la
(ppm) (ppm) curva
1.035 1.044 1.934 0.0653 1,056.2 1.2016
51.75 51.859 2.000 0.0870 14,043.2 112.5192
103.5 103.562 1.989 0.0684 24,1943 113.3182

En el cuadro anterior se muestra la estadistica descriptiva de las lecturas en

triplicado de las soluciones estdndar a concentraciones bajas, medias y altas en el dia 1,
utilizando la columna Hypersil ODS. Para ello, inicialmente se calcul6 el promedio de la

concentracion encontrada. Posteriormente se calcul6 el promedio de los tr y de las areas

bajo la curva obtenidas, asi como la respectiva desviacion estandar de cada promedio.

Cuadro No. 49: Estadistica descriptiva de las lecturas en triplicado de las soluciones
estandar a concentraciones bajas, medias y altas en el dia 2, utilizando la columna

Hypersil ODS
Desviacio Desviacio
Concentracion de . e’svmclon Promedio del e’SV1ac10n
. Promedio estandar del i . estandar del
las soluciones . . area bajo la , .
, del tr (min) tr (min) area bajo la
estandar (ppm) curva
curva
1.035 1.973 0.0052 1,091.4 4.8319
51.75 2.043 0.0089 14,031.1 70.1283
103.5 2.028 0.0082 24,181.4 206.5459

En el cuadro anterior se muestra la estadistica descriptiva de las lecturas en

triplicado de las soluciones estandar a concentraciones bajas, medias y altas en el dia 2,
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utilizando la columna Hypersil ODS. Para ello, se calculd el promedio de los tr y de las

areas bajo la curva obtenidas, asi como la respectiva desviacion estandar de cada promedio.

Cuadro No. 50: Estadistica descriptiva de las lecturas en triplicado de las muestras

Marca A Marca B
Desv. Promedio Desv. Desv. Promedio Desv.
Lote Promedio | estandar i estandar | Promedio | estandar i estandar
del area i del area ,
No. del tr del tr . del area del tr del tr . del area
(min) (min) bajola |\ ol (min) (min) bajola | ) ol
curva Jola curva ajofa
curva curva
1 1.999 0.004 13,269.4 | 137.002 2.002 0.0025 11,396.0 | 185.862
Promedio 1.996 0.0028 13,263.5 122.902 1.994 0.0023 11,374.0 150.838

En el cuadro anterior se muestra la estadistica descriptiva de las lecturas en
triplicado de las muestras de ambos lotes de la marca A y B. Para ello, se calcul6 el
promedio de los tr y de las areas bajo la curva obtenidas asi como la respectiva desviacion

estandar de cada promedio. Finalmente, se calcul6 un promedio general de cada resultado

obtenido.

Cuadro No. 51: Estadistica descriptiva de las lecturas en triplicado de las muestras

fortificadas
Marca A Marca B
Desv. Promedio Desv. Desv. Promedio Desv.
Lote Promedio | estandar , estandar | Promedio | estandar , estandar
del area , del area ,
No. del tr del tr . del area del tr del tr . del area
(min) (min) bajola |\ iola (min) (min) bajola 1 - iola
curva J curva 10
curva curva
1 1.917 0.0173 19,534.6 | 238.677 1.969 0.0315 20,423.0 | 535428

En el cuadro anterior se muestra la estadistica descriptiva de las lecturas en
triplicado de las muestras fortificadas de ambos lotes de la marca A 'y B. Para ello, se calcul6
el promedio de los tr y de las areas bajo la curva obtenidas, asi como la respectiva

desviacion estandar de cada promedio.
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Cuadro No. 52: Estadistica descriptiva de las lecturas de la solucién blanco metanol/agua
(50:50) utilizando la columna Hypersil ODS

Promedio del tr | Desviacion estandar Promedio del Desviacion estandar
(min) del tr (min) area bajo la del area bajo la
curva curva
1.893 0.0097 25.696 0.5625

En el cuadro anterior se muestra la estadistica descriptiva de las lecturas de la
solucién blanco metanol/agua (50:50) utilizando la columna Hypersil ODS. Para ello, se
calcul6 el promedio de los tr y de las areas bajo la curva obtenidas, asi como la respectiva

desviacion estandar de cada promedio.

Cuadro No. 53: Tabla ANOVA de la curva de calibracion utilizando la columna Hypersil

ODS
Grados de Suma de Promedio de F Valor
libertad cuadrados | los cuadrados critico de F
Regresion 1 3.2866*10° 3.2866*10° 352.25 3.3020%10*
Residuos 3 2.7991*10° 9.3303*10°
Total 4 3.3146*108

En el cuadro anterior se muestra la tabla ANOVA correspondiente a la curva de
calibracion obtenida utilizando la columna Hypersil ODS. Este analisis fue realizado
mediante Microsoft Excel y muestra los valores de los grados de libertad, la suma de
cuadrados, el promedio de los cuadrados, asi como los valores de F y F critico. Los
resultados permiten evaluar la significancia estadistica del modelo de regresion,
evidenciando si existe una relacion lineal significativa entre las concentraciones y las

respuestas obtenidas.

101



Cuadro No. 54: Estadistica descriptiva de la cantidad de melatonina encontrada en las
muestras de gomitas de la marca Ay B

Marca A Marca B
Lote Promedio de la D’e sviacion Promedio de la D,e sviacion
. estandar de la . estandar de la
No. cantidad ) cantidad .
encontrada (mg) cantidad encontrada (mg) cantidad
g encontrada (mg) 8 encontrada (mg)
1 4.3770 0.0432 3.0932 0.0684
2 4.3732 0.0474 3.0837 0.0273

En el cuadro anterior se muestra la estadistica descriptiva de la cantidad de
melatonina encontrada en las muestras de gomitas de la marca A y B. Para ello, se calculd
el promedio de la cantidad de melatonina encontrada para cada lote, asi como la respectiva

desviacion estandar de cada promedio.

2. Estadistica descriptiva de los datos obtenidos utilizando la columna Eclipse Plus

Cuadro No. 55: Estadistica descriptiva de las lecturas en sextuplicado de las soluciones
estandar utilizando la columna Eclipse Plus

., Desviacion . Desviacion
Concentracion de . B Promedio del i
. Promedio estandar del i ] estandar del
las soluciones ] . area bajo la , .
, del tr (min) tr (min) area bajo la
estandar (ppm) curva
curva
1.035 1.941 0.0101 1,070.8 19.2675
25.875 1.952 0.0017 6,423.5 145.150
51.75 1.958 0.0019 14,035.3 83.5640
77.625 1.960 0.0013 17,933.8 22.8666
103.5 1.961 0.0026 23,921.0 555.789

En el cuadro anterior se muestra la estadistica descriptiva de las lecturas en
sextuplicado de las soluciones estandar, utilizando la columna Eclipse Plus. Para ello se
calcul6 el promedio de los tr y de las areas bajo la curva obtenidas, asi como la respectiva

desviacion estandar de cada promedio.
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Cuadro No. 56: Estadistica descriptiva de las lecturas en triplicado de las soluciones
estandar a concentraciones bajas, medias y altas en el dia 1, utilizando la columna Eclipse

Plus
Concentracion Promedio Desviacion . | Desviacion
. . Promedio i
de las de la Promedio | estandar del drea estandar
soluciones concentracion del tr del tr baio Ia del area
estandar encontrada (min) (min) L bajo la
curva
(ppm) (ppm) curva
1.035 1.045 1.869 0.0622 1,061.2 3.3803
51.75 51.890 1.958 0.0026 14,043.6 113.5709
103.5 103.624 1.959 0.0020 24,193.9 1129115

En el cuadro anterior se muestra la estadistica descriptiva de las lecturas en
triplicado de las soluciones estdndar a concentraciones bajas, medias y altas en el dia 1,
utilizando la columna Eclipse Plus. Para ello, inicialmente se calculd el promedio de la
concentracion encontrada. Posteriormente se calcul6 el promedio de los tr y de las areas

bajo la curva obtenidas, asi como la respectiva desviacion estandar de cada promedio.

Cuadro No. 57: Estadistica descriptiva de las lecturas en triplicado de las soluciones
estandar a concentraciones bajas, medias y altas en el dia 2, utilizando la columna Eclipse

Plus
Concentracion de . De,svmcmn Promedio del De’svmcmn
. Promedio estandar del ) . estandar del
las soluciones . ] area bajo la , .
i del tr (min) tr (min) area bajo la
estandar (ppm) curva

curva

1.035 1.946 0.0032 1,091.8 6.2090

51.75 1.958 0.0015 14,026.9 65.9721

103.5 1.963 0.0010 24,181.4 206.9934

En el cuadro anterior se muestra la estadistica descriptiva de las lecturas en
triplicado de las soluciones estandar a concentraciones bajas, medias y altas en el dia 2,
utilizando la columna Eclipse Plus. Para ello, se calculd el promedio de los tr y de las areas

bajo la curva obtenidas asi como la respectiva desviacion estandar de cada promedio.
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Cuadro No. 58: Estadistica descriptiva de las lecturas de la solucién blanco metanol/agua
(50:50) utilizando la columna Eclipse Plus

Promedio del tr | Desviacion estandar Promedio del Desviacion estandar
(min) del tr (min) area bajo la del area bajo la
curva curva
1.892 0.0103 24.9560 0.5517

En el cuadro anterior se muestra la estadistica descriptiva de las lecturas de la
solucion blanco metanol/agua (50:50) utilizando la columna Eclipse Plus. Para ello, se
calcul6 el promedio de los tr y de las areas bajo la curva obtenidas, asi como la respectiva

desviacion estandar de cada promedio.

Cuadro No. 59: Tabla ANOVA de la curva de calibracion utilizando la columna Eclipse

Plus
Grados de Suma de Pron;edlo de Valor
libertad cuadrados 08 F critico de F
cuadrados
Regresion 1 2.9225%108 2.9225%108 3.2369*%10% | 3.7452%10*
Residuos 3 2.7086*10° 9.0287*10°

Total 4 2.9496*10®

En el cuadro anterior se muestra la tabla ANOVA correspondiente a la curva de
calibracion obtenida utilizando la columna Eclipse Plus. Este analisis fue realizado
mediante Microsoft Excel y muestra los valores de los grados de libertad, la suma de
cuadrados, el promedio de los cuadrados, asi como los valores de F y F critico. Los
resultados permiten evaluar la significancia estadistica del modelo de regresion,
evidenciando si existe una relacion lineal significativa entre las concentraciones y las

respuestas obtenidas.

F. Cromatogramas

A continuacion, se muestra un cromatograma de ejemplo para cada lectura:
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1. Soluciones estindar de melatonina en el dia 1, utilizando la columna Hypersil

ODS

Figura No. 13: Cromatograma de la solucion estandar a 1.035 ppm
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Figura No. 14: Cromatograma de la solucion estandar a 25.875 ppm
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Figura No. 15: Cromatograma de la solucién estandar a 51.75 ppm
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Figura No. 16: Cromatograma la solucion estandar a 77.625 ppm
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Figura No. 17: Cromatograma de la solucion estandar a 103.5 ppm
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2. Soluciéon blanco metanol/agua (50:50), utilizando la columna Hypersil ODS

Figura No. 18: Cromatograma de la solucion blanco metanol/agua (50:50)
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3. Soluciones estindar de melatonina, utilizando la columna Eclipse Plus

Figura No. 19: Cromatograma de la solucion estandar a 1.035 ppm
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Figura No. 20: Cromatograma de la solucion estandar a 25.875 ppm
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Figura No. 21: Cromatograma de la solucion estandar a 51.75 ppm
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Figura No. 22: Cromatograma la solucion estandar a 77.625 ppm
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Figura No. 23: Cromatograma de la solucion estandar a 103.5 ppm
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4. Solucion blanco metanol/agua (50:50), utilizando la columna Eclipse Plus

Figura No. 24: Cromatograma de la solucion blanco metanol/agua (50:50)
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5. Muestras de gomitas de melatonina de la marca A

Figura No. 25: Cromatograma de las muestras del lote 1
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Figura No. 26: Cromatograma de las muestras del lote 2
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6. Muestras de gomitas de melatonina de la marca B

Figura No. 27: Cromatograma de las muestras del lote 1

Lt i

Morm.

[t} 0.5 1 15 2 2.5

i ot

108



7. Muestras fortificadas de gomitas de melatonina de la marca A

Figura No. 29: Cromatograma de las muestras del lote 1
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Figura No. 30: Cromatograma de las muestras del lote 2
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8. Muestras fortificadas de gomitas de melatonina de la marca B

Figura No. 31: Cromatograma de las muestras del lote 1
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Figura No. 32: Cromatograma de las muestras del lote 2
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