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RESUMEN

La riboflavina es una vitamina hidrosoluble del complejo B, es un nutriente esencial para
la salud humana y debe ser aportado por la dieta. La Junta de Alimentos y Nutricion (FNB)
ha recomendado una ingesta de 1.4 mg de riboflavina, algunos alimentos ricos en
riboflavina son los huevos, la carne magra, la leche y las verduras de hoja (NIH,2022). La
deficiencia de riboflavina es mas comun en poblaciones subdesarrolladas que tienen un
consumo minimo de productos lacteos y carne. Las personas con algunos tipos de céancer,
cardiopatias congénitas y consumo excesivo de alcohol tienen un mayor riesgo de
deficiencia de riboflavina. La deficiencia de riboflavina puede causar distintas
anormalidades clinicas, incluyendo retraso en el crecimiento, anemia, lesiones, dafo renal

y cambios degenerativos en el sistema nervioso.

Debido a la importancia de la riboflavina, se desarrollo, estandarizo y validé un método
analitico para la cuantificacion de esta en capsulas multivitaminicas. La metodologia se
realizd mediante cromatografia liquida de alta resolucion con detector de fluorescencia con
una excitacion de 450 nm y una emision de 528 nm. El método desarrollado cumplié con
las caracteristicas de desempefio establecidas por organismos internacionales para los
parametros de validacion de categoria I, los cuales son: adecuacion del sistema, exactitud,
precision, especificidad, linealidad, intervalo y repetibilidad. Por lo tanto, se comprob6 que

el método puede utilizarse para la cuantificacion de riboflavina en capsulas multivitaminica

xvii



I. INTRODUCCION

La riboflavina (B2) es una vitamina hidrosoluble del complejo B, es de color amarillo
anaranjado y en solucidon acuosa, tienen una fluorescencia amarillo-verdosa muy intensa.
Cada vitamina del grupo B actia en conjunto para lograr el correcto funcionamiento del
cuerpo, estas vitaminas son esenciales en los procesos metabdlicos tales como produccion
de energia y formacion de globulos rojos. La riboflavina es esencial para el organismo ya
que actlla como cofactor; en numerosas reacciones enzimaticas y ejecuta funciones
metabdlicas clave al mediar la transferencia de electrones en la reaccion biologica de

oxidacion reduccion (Alam et al., 2015).

Asi también participa en el metabolismo del folato, por lo que ayuda a mantener la
integridad de mucosas, piel, 0jos y sistema nervioso, cuando existen periodos de privacion
dietética o estrés fisiologico y patologico, las personas pueden desarrollar deficiencia de
riboflavina y esto puede conducir a una variedad de anormalidades clinicas, incluyendo
retraso en el crecimiento, anemia, lesiones, dafio renal y cambios degenerativos en el

sistema (Alam et al., 2015).

Por lo que su demanda en la industria farmacéutica es cada vez mayor. Las formas mas
comunes de riboflavina disponible en preparados farmacéuticos se encuentran en sueros,
capsulas y tabletas multivitaminicas y de vitaminas del complejo B, asi también en

suplementos como riboflavina y riboflavinaS’-monofosfato (Rodriguez, 2015).

Existen diversos métodos y técnicas que permiten determinar la concentracion de
vitaminas, como la riboflavina, estos métodos incluyen ensayos microbiologicos, técnicas
de espectrofotometria, quimioluminiscencia, la espectrometria de absorcion atdmica,
electroforesis capilar y finalmente la cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC)

(Skoog, et al., 2001; Li & Chen, 2001).

La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) , con detector de fluorescencia, es
el equipo que se utiliza en esta investigacion ya que tiene la capacidad de separar
compuestos organicos, para luego realizar una identificaciéon y cuantificacion inequivoca

del compuesto en la muestra (Skoog, et al., 2001; Li & Chen, 2001).



La HPLC con detector de fluorescencia se ha aplicado con éxito para el analisis de la
vitamina B2 en diferentes tipos de muestras de productos farmacéuticos y alimenticios este
método proporciona sensibilidad, selectividad y certeza (Tang, Cronin, & Brunton, 2006).
Ya que se puede obtener una cuantificacion rapida, un alto grado de resolucién y
reproducibilidad en cuanto a vitaminas aplicando diferentes métodos de deteccion y

preparacion (Chatzimichalakis, et al., 2004).

La fluorescencia es un fendmeno electronico de emision molecular que se presenta
inmediatamente después de aplicarle al analito una fuente luminosa como energia de
excitacion. La vitamina B2 presenta gran fluorescencia inherente y puede detectarse muy

especificamente con alta sensibilidad a un pH neutro-bésico (Ovalles, et al., 2002).

En el presente trabajo se tiene como objetivo desarrollar una validacion de un método
analitico para cuantificar la riboflavina en cépsulas. La validacion de un método analitico
es el proceso que permite demostrar que los resultados obtenidos son fiables y repetibles,
ademas que el método es adecuado para su respectiva aplicacion en el laboratorio
(Crubellati & Di Risio, 2009). El resultado de la validacion permite probar la aptitud de los
métodos y documentar su validez, mediante la determinacion de parametros analiticos de
calidad. Ademas, la validacion determina con fundamento estadistico que el método es

adecuado para los fines previstos (Duffau, et al.,2010).

La Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos de América
(FDA), la Farmacopea de los Estados Unidos, (USP), y El Reglamento Técnico
Centroamericano (RTCA), establecen que todo laboratorio debe cumplir con la validacion
de los métodos analiticos que se utilizan esto para garantizar que los resultados obtenidos

presentan exactitud, precision y selectividad y que dicho método es reproducible (Ozkan,

2018).

Los pardmetros que se evaluardn para esta validacion ya que pertenece a la categoria I,
debido a que se trata de un procedimiento analitico para la cuantificacion del ingrediente
activo en un producto farmacéutico terminado son: Exactitud, incertidumbre de medicion
de los resultados o precision, selectividad del método o especificidad, linealidad,
repetibilidad o reproducibilidad y la robustez del método (Comision Guatemalteca de

Normas, 2017).



II. MARCO CONCEPTUAL
A. Antecedentes

Entre los estudios que se han efectuado para identificar y cuantificar la riboflavina y

otras vitaminas hidrosolubles se encuentran:

Déavila Medina, C. O., & Santillan Montero, R. A. (2021). Validacion de un método
analitico para la determinacion de vitaminas hidrosolubles en una forma farmacéutica

liquida (jarabe) por HPLC en la empresa Neofarmaco Cia. Ltda.

En esta investigacion se presenta una optimizacion y validacion de un método analitico
empleando la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) de fase reversa acoplado
con un detector ultravioleta visible (UV/VIS) mediante la técnica de par idnico conjugado
(PIC), para la cuantificacion de acido ascorbico, tiamina, riboflavina, nicotinamida y
piridoxina en estandar combinado y placebo cargado. Se utilizO una columna
LiChrospher® 100 RP-18 endcapped (125 x 4,6 mm, 5 um). La fase movil consistio en un
buffer PIC 7 pH 2.0, metanol y acetonitrilo usando el gradiente: 0-16 min (80:17,5:2,5),
16-21 min (17,5:80:2,5), y 21-24 min (80:17,5:2,5). El flujo fue de 1 ml/ min a 35 °C. El
volumen de inyeccion de la muestra fue de 10 ul. Después del desarrollo y optimizacion
del método se procedio a validarlo, de acuerdo a la categoria I de procedimientos analiticos
en productos farmacéuticos terminados, descrita en la USP para la validacion, demostrando
ser selectivo con un porcentaje de recuperacion del 99.8853% para Riboflavina, se
demostrd que el método analitico desarrollado, optimizado y validado es apropiado para la
identificacion y cuantificacion de vitaminas hidrosolubles en una forma farmacéutica

liquida y puede ser aplicado para el control de rutina en el laboratorio.

James, RN & Boneschans, B. (1992). Un método de HPLC de fase reversa para la
determinacion de niacinamida y riboflavina en muestras de disolucion de cdpsulas de

combinacion de multivitaminas y minerales. Desarrollo de farmacos y farmacia industrial,

18 (18), 1989-2000.

En el presente estudio de James y Boneschans se describe un método de HPLC mediante
el cual se cuantifican niacinamida y riboflavina en 900 ml de HCI 0,IN como medio de
disolucion, en presencia de acido ascorbico, calcio pantotenato, piridoxina, tiamina y
minerales, se utilizd un sistema de cromatografia liquida que consta de una bomba
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alternativa de doble piston, un inyector 7010 con un bucle de 60uL, un filtro de precolumna
de 2uL y un detector de longitud de onda variable UV/Visible, se usé el detector de
absorbancia sintonizable modelo 484. La columna utilizada modelo NOVA-PAK C8 8mm
X 100 mm, 4 micrones. Obteniéndose resultados satisfactorios se concluyé que el método
desarrollado, utilizando la forma de dosificacion capsulas, es sencillo, directo y se puede

adoptar para su uso en la rutina de andlisis de control de calidad.

Zhou, T., Li, H., Shang, M., Sun, D., Liu, C., & Che, G. (2021). Recent analytical
methodologies and analytical trends for riboflavin (vitamin B2) analysis in food, biological

and pharmaceutical samples. TrAC Trends in Analytical Chemistry, 143, 116412.

En la investigacion de Zhou, et al., se presenta un articulo sobre la importancia de la
riboflavina en los campos alimentario, bioldgico y farmacéutico, por lo que es importante
detectar su contenido con precision para orientar el diagnostico/tratamiento nutricional-
saludable de enfermedades relacionadas a ella, asi como investigacion farmacoldgica de
riboflavina y supervision de calidad de alimentos/medicamentos. En esta revision, los
métodos de deteccidn recientes establecidos para la riboflavina fueron resumidos
incluyendo espectrometria de masas, deteccion fluorescente, deteccion electroquimica,
inmunoensayo, etc, involucra un ingenioso pretratamiento de muestras, materiales
avanzados, nuevos métodos, sensores y plataformas establecidos, asi como ventajas y
desventajas de cada uno de estos, la precision y exactitud para el andlisis de riboflavina
fueron logrados, Finalmente, se presentan las tendencias actuales y las perspectivas futuras

del analisis de riboflavina.

Semanate Bautista, M. F. (2016). Determinacion y validacion de vitamina B2
(Riboflavina) por Cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) en el Laboratorio
ECUACHEMLAB Cia. Ltda (Bachelor's thesis, Universidad Técnica de Ambato. Facultad

de Ciencia e Ingenieria en Alimentos. Carrera de Ingenieria Bioquimica).

Semanate valido el método para la determinacidon de Vitamina B2 (Riboflavina) por
cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC), la deteccion fue por fluorometria se empled
el (Espectrofluorémetro Perkin Helmer series, 2000, USA ), la metodologia AOAC 970.65
modificada y la norma ISO/IEC 17025 que describe las directrices y parametros para la

validacion del método asegurando la validez de los resultados. Los parametros analiticos



que se determinaron son: linealidad, rango de trabajo, limites de deteccion y cuantificacion,
precision, exactitud e incertidumbre. Los resultados obtenidos muestran para la linealidad

un coeficiente de correlacion superior a r=0,999 para cada curva de calibracion.

Los estudios presentados evalian la riboflavina en distintos tipos de muestras, mediante
cromatografia liquida de alta resolucion, en los diversos estudios se obtuvieron diferentes
resultados, lo cual muestra la diversidad de muestras con las cuales se puede realizar este

analisis.
B. Justificacion

En el presente trabajo de graduacion se desarrolld una estandarizacion y validacion de
un método analitico para la cuantificacion de riboflavina en cépsulas comerciales, esto se
llevd a cabo mediante cromatografia liquida de alta resolucion con detector de
fluorescencia, empleando una excitacion de 450 nm y una emision de 528 nm, evaluando
los parametros necesarios para una validacion de categoria I, los cuales son: exactitud,

precision, especificidad, linealidad e intervalo.

Un laboratorio de control de calidad tiene como objetivo proporcionar resultados de
certeros y precisos, para ello se necesita garantizar la calidad de sus resultados a través del

uso de métodos analiticos que sean confiables y adecuados para su propdsito.

La validacion de un método analitico es el proceso por el cual se establece, mediante
estudios de laboratorio, que las caracteristicas de desempefio del método cumplen con los
requisitos para las aplicaciones analiticas previstas, un método de ensayo al ser validado
proporciona resultados fiables y exactos para su proposito perseguido, determinara la
incertidumbre del método y respondera a la confianza de los clientes que hayan solicitado

un trabajo analitico (USP, 2019).

El desarrollo de esta metodologia presentard un beneficio para el laboratorio de control
de calidad, ya que este procedimiento permitira garantizar que el equipo adquirido de
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) con detector de fluorescencia brinda
resultados confiables y precisos, por lo que se creara la posibilidad de ofrecer analisis

quimicos validados en distintos tipos de medicamentos.



Esto se debe a que la industria farmacéutica guatemalteca debe asegurar que la calidad
de los productos terminados cumpla con los estandares de calidad més altos y asi también
que los métodos utilizados sean certeros y confiables, para garantizar la invariabilidad de

los resultados.
C. Planteamiento del problema

(Es posible disenar un método analitico que permita obtener resultados validados con un
correcto margen de incertidumbre en cuanto a la cuantificacion de riboflavina en muestras
farmacéuticas con cromatografia liquida de alta resolucion mediante detector de

fluorescencia?
D. Alcance y limites de problemas

El alcance del estudio es el desarrolldo y validacion de un método analitico para la
cuantificacion de la riboflavina (vitamina B2) en capsulas orales, mediante la técnica de

cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) con detector de fluorescencia.

Entre los limites del estudio estan que el método se llevara a cabo bajo condiciones del
cromatografo liquido de alta resolucion con detector de fluorescencia del laboratorio, con

reactivos y estandares proporcionados por ellos.

Asi mismo, se trabajara bajo las condiciones ambientales controladas en las que se
encuentra el laboratorio, es decir, la temperatura, humedad, ventilacion, iluminacion y
ruido. Asi también los limites consisten en cuanto a la forma farmacéutica ya que estos

resultados son unicamente reproducibles para capsulas orales.



III. MARCO TEORICO
A. Vitaminas

Las vitaminas son sustancias orgdnicas que son necesarias para los seres humanos debido
a que tienen un rol importante en el metabolismo, funcionamiento, crecimiento y
desarrollo, se dividen principalmente en cuanto a sus propiedades fisicoquimicas de
solubilidad que pueden ser en agua y en grasas, debido a esto se clasifican en vitaminas
hidrosolubles y liposolubles, en cuanto a las vitaminas hidrosolubles, se encuentran las
vitaminas del llamado complejo B y la vitamina C, estas vitaminas tienen como papel

principal actuar como cofactores enzimaticos (Thakur, et al., 2017).

Por otro lado, se encuentran las vitaminas liposolubles estas se disuelven en grasas como
las vitaminas A, D, E, K, las cuales se almacenan en los tejidos adiposos y en el higado, el
exceso de consumo puede ser muy perjudicial para la salud, ya que el organismo es capaz

de almacenar su exceso (Thakur, et al., 2017).
B. Riboflavina

La riboflavina (vitamina B2) es de caracter hidrosoluble pertenece a las vitaminas del
complejo B, su formula molecular es: Ci7H20N4Os y su peso molecular es de 376.36 g/mol,
se encuentra constituida por un anillo de isoaloxazina dimetilado unido al ribitol, un

alcohol derivado de la ribosa es la cadena de 5 carbonos en la parte superior (NIH,2022).

La riboflavina fue descubierta en 1872 por el cientifico Blyth, como un pigmento
amarillo fluorescente en la leche, sin embargo, la propiedad vitaminica de este pigmento
no se establecid hasta principios de la década de 1930, ya que se descubri6 que es esencial
para el metabolismo de los nutrientes y también para la proteccion antioxidante, las plantas
y algunos microorganismos pueden sintetizar riboflavina; sin embargo, es un nutriente
esencial para la salud humana y debe ser aportado por la dieta. La Junta de Alimentos y
Nutricion (FNB) ha recomendado una ingesta de 1.4 mg de riboflavina, algunos alimentos

ricos en riboflavina son los huevos, la carne magra, la leche y las verduras de hoja

(NTH,2022).

La riboflavina activa se encuentra como parte de dos coenzimas: la mononucledtido de

flavina (FMN) y el dinucledtido de adenina y flavina (FAD). Estas coenzimas son



transportadoras de electrones en reacciones de oxidorreducciéon del metabolismo
intermediario. Participan, entre otras, en las vias metabolicas de la oxidacion de acidos
grasos, aminoacidos y en algunas reacciones del ciclo del acido citrico (Thakur, et al.,

2017).

La riboflavina se puede sintetizar quimicamente a partir de diversas sustancias. Una de
las rutas mas comunes es a través de la sintesis de Riboflavina-5'-fosfato, que es una forma
activa de la vitamina. En la sintesis de Riboflavina-5'-fosfato, la riboflavina se convierte
en su forma fosforilada mediante la adicion de una molécula de acido fosforico en la
posicion 5'. Este proceso se puede lograr por medio de diferentes métodos quimicos
utilizando reactantes tales como acido clorhidrico, fosfato de potasio, ortofosfato de sodio
y otros reactivos, cabe sefialar que la riboflavina también se puede obtener de fuentes
naturales, tales como alimentos como la leche, los huevos, los vegetales verdes y los
cereales fortificados, entre otros, Ademas de la alimentacion, la riboflavina también se
encuentra disponible en forma de suplementos vitaminicos en capsulas, comprimidos y

liquidos (Thakur, et al., 2017).

Figura No. 1 Estructura quimica de la riboflavina

Fuente: Pubchem (2023).

C. Deficiencia de la riboflavina

La deficiencia de riboflavina es mas comuin en poblaciones subdesarrolladas que tienen

un consumo minimo de productos lacteos y carne. Las personas con algunos tipos de



cancer, cardiopatias congénitas y consumo excesivo de alcohol tienen un mayor riesgo de
deficiencia de riboflavina. Como la riboflavina se destruye con la exposicion a la luz
ultravioleta, la terapia con luz ultravioleta en bebés con hiperbilirrubinemia podria causar
deficiencia de riboflavina. Cuando se necesita un suplemento de riboflavina, es adecuada
una cantidad que sea de cinco a diez veces la cantidad diaria recomendada. Hasta el
momento no se han informado efectos toxicos o adversos de la ingesta de altas dosis de
riboflavina en humanos. Sin embargo, se puede sugerir que una dosis alta de riboflavina
podria causar un desequilibrio en el estado antioxidante del cuerpo humano (Pinto &

Zempleni, 2016).

La deficiencia de riboflavina puede causar distintas anormalidades clinicas, incluyendo
retraso en el crecimiento, anemia, lesiones, dafio renal y cambios degenerativos en el
sistema nervioso. Los modelos de ratas con deficiencia de riboflavina se han utilizado
durante muchos afios para evaluar los efectos biologicos de la riboflavina estos modelos
han indicado que la riboflavina es importante en el desarrollo posnatal temprano del
cerebro y tracto gastrointestinal. Es capaz de modular una gran cantidad de actividades
metabdlicas, como el dafio del ADN inducido por carcindgenos, asi como la absorcion y
utilizacion de hierro. Estos modelos también permiten la extrapolacion de datos obtenidos

en un modelo animal a datos clinicos humanos (Thakur, et al., 2017).

D. Implicaciones de la deficiencia de la riboflavina
1. Migrafia

Con la efectividad limitada de las terapias preventivas actuales, el uso de la medicina
complementaria y alternativa ha ido aumentando en el manejo del dolor de cabeza, uno de
los mecanismos mds frecuentemente citados de accién sugiere que una disfuncion
mitocondrial que resulta en un metabolismo de oxigeno deteriorado puede desempefiar un
papel en la migrafia patogénesis, y la riboflavina puede revertir esto y por lo tanto puede
ser eficaz en la prevencion de la migrafia. A pesar de ser seguro, bien tolerado y econémico

parece haber diferencias de género y edad en respuesta a la riboflavina (Sherwood et al.,

2014).



2. Neuropatia en nifios

En un estudio, de un nuevo gen responsable del sindrome del Brown-Vialetto-Van Laere
SLC52A2 que codifica al transportador de riboflavina (RFVT2), se demostré la reduccion
en la absorcion de riboflavina y la disminucidn en la expresion de la proteina transportadora
de riboflavina debido a las mutaciones SLC52A2 y la respuesta a la terapia con riboflavina
oral en dosis altas en pacientes con estas mutaciones condujeron mejoras clinicas y
bioquimicas sostenidas. Por eso, este estudio favorecid la suplementacioén con riboflavina
para combatir la progresion de esta condicidon neurodegenerativa (Fairweather-Tair et al.,

1992).
3. Anemia

La riboflavina desempefia un papel en la eritropoyesis, mejorando la absorcion de hierro
y ayuda en la movilizacion de la ferritina de los tejidos. En estudios con animales, la
riboflavina ha demostrado que mejora la absorcion de hierro, y la deficiencia de riboflavina
puede aumentar significativamente la tasa de pérdida de hierro gastrointestinal, asi como
disminuir la movilizacion de hierro de las reservas. Los datos recientes del Jiangsu estudio
de nutricion de China muestra que la inadecuada ingesta de riboflavina se ve asociada con
un mayor riesgo de anemia persistente. Hubo una asociacioén positiva entre la ingesta de
riboflavina y anemia entre las mujeres, particularmente en aquellas menores de 50 afios.
Ademas, los estudios en animales correlacionan la deficiencia de riboflavina con una
disminucion de la absorcion de hierro y aumento de la pérdida de hierro, Por lo tanto,
corregir la deficiencia de riboflavina puede ser uno de los componentes en la prevencion

de la anemia (Powers et al., 2011).
4. Cataratas

La riboflavina parece jugar un papel esencial en la prevencion de formacion de cataratas.
La riboflavina actia como cofactor del glutation reductasa (GR), que esta vinculada a la
formacion de cataratas por disminucion de los niveles de glutation en el cristalino la cual
actua protegiendo al tejido del dafio oxidativo. En un estudio que examin¢ el estado de la
vitamina B de los pacientes con cataratas, se revelo que el 80% de los pacientes con
cataratas tenian deficiencia de riboflavina. Un gran ensayo controlado, aleatorizado, doble

ciego en China estudiaron los efectos de los nutrientes en la formacion de cataratas dando
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un multivitaminico/mineral o placebo durante 5 a 6 afios. El efecto mas protector se
observo en el grupo de edad de 65 a 74 afos que tomaba riboflavina (3 mg)/niacina (940
mg) diariamente (Sperduto et al., 1993). Los autores concluyeron que la deficiencia de
riboflavina no parece ser cataratogénico, aunque si se encuentra una asociacion entre la

deficiencia de riboflavina y la formacion de cataratas en los ancianos (Li et al., 2015).
5. Estrés oxidativo

La riboflavina es una de las vitaminas que puede tener funcion antioxidante de forma
independiente mediante la conversion de riboflavina reducida a forma oxidada o como
componente del glutation (Ashoori & Saedisomeolia, 2014). Hay estudios, que confirman
los dos aspectos de la naturaleza antioxidante de riboflavina a través de la cual esta
vitamina puede proteger el cuerpo contra el estrés oxidativo, especialmente por la
peroxidacion lipidica y el dafio oxidativo por repurfusion. Los informes sugieren que la
riboflavina puede aliviar las lesiones oxidativas al eliminar los radicales. La riboflavina es
importante para el estado antioxidante dentro de los sistemas celulares. Sin embargo, la
mayoria de las investigaciones en esta area se limitan a estudios en animales, por lo que se
requirieren estudios de intervencion en poblacion humana, para poder obtener una

conclusion certera (Iwanaga et al., 2007).
6. Diabetes Mellitus

Los estudios clinicos sugieren que el estrés oxidativo juega un papel importante en la
patogenia de la diabetes mellitus tipo 2. Estudios realizados han sugerido que la
suplementacion con riboflavina dietética podria ayudar en la reduccion de las
complicaciones diabéticas. En las pruebas de funcion renal y de funcion hepatica sugirieron
que el tratamiento con riboflavina reduce el riesgo de diabetes, reduciendo complicaciones
al disminuir la inflamacion causada por estrés oxidativo. En este estudio, el higado y el
rifidn de ratones diabéticos no tratados mostraron un dafio extenso en la microestructura
hepatica, incluido el contorno alterado de los hepatocitos, el tibulo renal y los glomérulos
también se vieron gravemente afectados, Estos cambios se redujeron en gran medida
mediante la administracion de riboflavina a los animales. Ademas, los autores concluyeron
que la peroxidacion lipidica alterada, carboxilacion de proteinas antioxidantes, los niveles

y el dafio tisular en la condicion diabética mejoraron mediante el tratamiento con
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riboflavina a través de la reduccion de la inflamacion inducida por especies reactivas de

oxigeno (Suez et al., 2014).
7. Hipertension

La hipertension es el principal factor de riesgo de mortalidad en todo el mundo (Lopez
et al,, 2006), y es responsable de unas 8 millones muertes prematuras por afio. La
fisiopatologia exacta de la hipertension sigue sin estar clara y se han identificado multiples
factores de riesgo genéticos y de estilo de vida. Este estudio ha sugerido el papel para la
riboflavina en la modulacion de la presion arterial, especificamente en individuos con el
genotipo MTHFR 677TT, la suplementacion con riboflavina puede disminuir la presion
arterial en individuos hipertensos con el genotipo TT pero no en aquellos con el CC o
Genotipo CT (Horigan et al., 2010). Al estabilizar la variante enzimatica MTHFR, es
posible que la suplementacion con riboflavina podria restaurar las concentraciones de 5-
MTHEFR en las células vasculares, y mejorar la disponibilidad de 6xido nitrico, que, a su
vez, mejoraria funcidon endotelial y provocaria una disminucion de la presion arterial

(Lawes et al., 2008).
8. Cancer

Se han realizado varios estudios, que relacionan la deficiencia de la riboflavina con la
inhibicion en el crecimiento del tumor en estudios experimentales en animales y
posiblemente en el hombre, pero los mecanismos precisos involucrados no han sido
revelados. Algunos estudios indican que la deficiencia de riboflavina aumenta el riesgo de
cancer en ciertos sitios, mientras que otros sugieren un posible efecto atenuante de la
riboflavina en presencia de algunos carcindgenos. La riboflavina, como FAD, es un
cofactor de MTHFR que proporciona algunas interacciones entre la riboflavina folato y el
genotipo para determinar la homocisteina plasmatica, un marcador funcional del estado del
folato. El polimorfismo MTHFR C677T parece interactuar con el folato y la riboflavina
modulando el riesgo de cancer y esta interaccion varia segun el sitio del cdncer. La mayoria
de las evidencias apuntan a un efecto protector de este polimorfismo para el riesgo de
cancer colorrectal, pero el efecto sobre el riesgo de cancer de cuello uterino no est4 claro

(Powers, 2005).
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Los estudios en animales han demostrado que la deficiencia de riboflavina puede
conducir a la ruptura de la integridad del epitelio del es6fago y algunos estudios
epidemiologicos han reconocido una relacion entre el cancer de eséfago y las dietas bajo
en riboflavina. El estado deficiente de riboflavina también se ha implicado como un factor
de riesgo ara la displasia cervical, una condicion precursora del cancer cervical invasivo.
En un estudio para examinar el estrés oxidativo y el estado de las vitaminas del grupo B
en pacientes con cancer de pulmon de células en diferentes etapas. Los niveles reducidos
de vitamina B2 y B6 en los globulos rojos, aparecen en todos los pacientes con cancer de
pulmon (Tsao et al., 2007), por lo que | a deficiencia de riboflavina se ha relacionado con

una mayor susceptibilidad a cancer (Bareford et al., 2005).
E. Farmacocinética de la riboflavina

La riboflavina se absorbe principalmente en el intestino delgado y se distribuye en los
tejidos corporales. Una vez absorbida, la riboflavina es fosforilada por la enzima
riboflavina quinasa para formar flavina mononucledtido (FMN) y posteriormente flavina
adenina dinucleo6tido (FAD), que son las formas activas de la vitamina. La absorcion de la
riboflavina es un proceso dependiente de energia que se lleva a cabo a través de un sistema
de transporte activo en el intestino delgado. La absorcion se ve influenciada por varios
factores, como la cantidad de riboflavina consumida, la presencia de otras vitaminas del

complejo B y la acidez del estémago (Thakur, et al, 2017).

Una vez en la sangre, la riboflavina se distribuye a los tejidos corporales, donde se
convierte en sus formas activas (FMN y FAD) y se utiliza en una serie de reacciones
enzimaticas importantes. La riboflavina es metabolizada principalmente en el higado y

excretada en la orina (Thakur, et al, 2017).
F. Farmacotecnia de la riboflavina

La riboflavina se encuentra en distintos suplementos multivitaminicos y multiminerales,
asi como en los suplementos dietéticos del complejo vitaminico B y en los que solo
contienen riboflavina y riboflavina-5’-monofosfato. Las formas farmacéuticas mas
comunes de riboflavina disponible en preparados farmacéuticos se encuentran en los
sueros, capsulas y tabletas, asi también en suplementos como riboflavina y riboflavina-5’-

monofosfato. Algunos suplementos contienen riboflavina en cantidades mayores a las
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recomendadas, pero el cuerpo no puede absorber mas de unos 27 mg a la vez (Rodriguez,

2015).
G. M¢étodos para la determinacion de la Riboflavina

Existen diversos métodos y técnicas que permiten determinar la concentracién de
vitaminas, estos métodos incluyen ensayos microbiologicos, técnicas de
espectrofotometria, fluorimetria, quimioluminiscencia, la espectrometria de absorcion
atomica, electroforesis capilar y finalmente la cromatografia de liquidos de alta resolucion
(HPLC) (Skoog, et al, 2001). La HPLC se ha aplicado con éxito para el analisis de la
vitamina B2 en diferentes tipos de matrices. Este método proporciona sensibilidad y
selectividad y supera algunos de los problemas asociados con los métodos quimicos. Los
métodos de HPLC proporcionan una separacion rapida, un alto grado de resolucion,
reproducibilidad, y cuantificacion de vitaminas aplicando diferentes métodos de deteccion

y preparacion (Chatzimichalakis, y otros, 2004).
1. Cromatografia liquida alta resolucion

La Cromatografia Liquida de Alta resolucion (HPLC) es una técnica de caracter analitico
que tiene como objetivo principal separar mezclas complejas de diferentes tipos de
sustancias, con el propdsito de identificarlas, cuantificarlas y purificarlas. La HPLC se
considera una de las técnicas de cuantificacion mas versatiles y certeras ya que permite
aplicarse a diversos ambitos entre ellos: la investigacion quimica, bioquimica, farmacéutica
y clinica, entre otras, para la determinacion de la pureza de sustancias, la deteccion de
metabolitos de interés farmacoldgico de plantas, la deteccion de metabolitos de drogas en
fluidos biologicos, el aseguramiento de la calidad de productos farmacéuticos, etc

(Semanate, 2016).

La cromatografia liquida de alta eficacia trabaja por elucion, en la cual se requiere una
fase movil, que es un liquido que circula a través del equipo y entra en contacto con un
solido u otro liquido inmiscible que se denomina fase estacionaria; al introducir la mezcla
de substancias (analitos) en la corriente de fase movil, cada analito recorrera el sistema con
una velocidad diferente ya que esto dependera de su afinidad por cada una de las fases, por

lo que después de terminado el recorrido de la muestra por la columna, cada una de las
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substancias introducidas en el sistema eluira con un tiempo diferente, es decir, estardn

separadas (Semanate, 2016).

Cada componente eluye en una ubicacion especifica, medida por el tiempo transcurrido
entre el momento de la inyeccidn [tiempo cero] y el momento en que el pico maximo eluye.
Al comparar el tiempo de retencion [tR] de cada pico con el de los patrones de referencia
inyectados en el mismo sistema cromatografico [misma fase mévil y estacionaria], es

posible identificar cada compuesto (Dong, 2013).

Una vez establecida la identidad, el siguiente dato importante es la cantidad de cada
compuesto presente en la muestra. El cromatograma y los datos relacionados del detector
permiten calcular la concentracién de cada compuesto. Basicamente, el detector responde
a la concentracion de la banda de compuestos a medida que atraviesa la celda de flujo.
Cuanto mas concentrado esté, mas fuerte serd la sefial; esto se considera una mayor altura

del pico por encima de la linea base (Dong, 2013).
2. Clasificacion de la cromatografia liquida alta resolucion

Los diferentes tipos de cromatografia liquida se pueden clasificar de diferentes maneras,
pero la forma mas comun es segin la naturaleza de la fase estacionaria, ya que es ésta la
que impone fundamentalmente el mecanismo de separacion; de este modo, se pueden

enumerar cuatro tipos de técnicas:

a. Cromatografia de adsorcion (liquido-s6lido): En ese caso se usa como fase estacionaria
un adsorbente y la separacion se realiza en repetidas etapas de adsorcion-desorcion
(Suarez & Morales, 2018).

b. Cromatografia de reparto/adsorcion (fases ligadas quimicamente): La separacion se
realiza con un reparto del soluto entre la fase movil y la fase estacionaria (Suarez &
Morales, 2018).

c. Cromatografia de intercambio i6nico: En este caso la fase estacionaria contiene grupos
ionizados con la capacidad de retener selectivamente a iones de signo contrario que
circulan en la fase movil (Suarez & Morales, 2018).

d. Cromatografia de exclusion molecular: Como fase estacionaria, se emplea un material
poroso de tamafio controlado, que permite la entrada de ciertas moléculas de manera

selectiva, dejando fuera otras de mayor tamafo (Suarez & Morales, 2018).
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El mecanismo de retencion para las dos primeras clasificaciones es muy similar, se
diferencian tnicamente por el tipo de interacciones que se producen; por esta razon,
usualmente se aplico otra clasificacion de los dos primeros tipos de cromatografia en

cuanto a polaridad de la fase estacionaria (Suarez & Morales, 2018).

a. Cromatografia de fase normal: Para este caso la fase estacionaria tiene puntos de alta
polaridad, que provoca interacciones que se producen con el soluto son especificas del
grupo activo. La fase estacionaria puede ser un s6lido adsorbente (silice o alimina), o
bien, un soporte al que se unen quimicamente moléculas organicas que presentan
grupos funcionales de alta polaridad (ciano, amino, etc) (Suarez & Morales, 2018).

b. Cromatografia de fase reversa (inversa): La fase estacionaria tiene una naturaleza
apolar cadenas hidrocarbonadas, grupos fenilo) y las interacciones que se producen son

inespecificas (efecto solvofobo) (Suarez & Morales, 2018).
3. Partes del equipo de cromatografia liquida alta resolucion:
Los componentes basicos de un cromatdgrafo de liquidos son:

a. Dispositivo de suministro de eluyentes (bomba y dispositivo de mezclado de
eluyentes).

b. Dispositivo de inyeccion.

c. Conducciones y conexiones.

d. Detector y registrador.

e. Columna.

Figura No. 2 Esquema de un HPLC
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Fuente: Semanate (2016).
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Ademas de los dispositivos anteriormente mencionados también se pueden agregar al

equipo otros que pueden simplificar o agilizar el analisis, como pueden ser:

f. Inyectores automaticos

g. Colectores de fracciones

h. Hornos termostatizados para las columnas

i. Sistemas de tratamiento de datos (Semanate, 2016).
1) Bomba

La mision de la bomba es la de suministrar un caudal constante y libre de pulsos de la
fase movil a través de la columna, sin que el flujo sea influido por la presion en cabeza de
columna, ya que ésta puede variar por obstruccion de las lineas de conduccion, del filtro

de la cabeza de la columna, etc (Semanate, 2016).

Un correcto sistema de bombeo debe:

a) Estar construido con materiales quimicamente inertes frente a la fase movil.
b) Ser capaz de trabajar a presiones elevadas.

¢) Proporcionar un flujo libre de pulsaciones o llevar asociado un amortiguador de ésas,
debido a que existen factores como las pulsaciones que pueden afectar el ruido de fondo

del detector y por lo tanto disminuir la sensibilidad.

d) Suministrar flujos adecuados para los diferentes tipos de columnas. El rango de caudales
para las columnas que se utilizan habitualmente varia desde los 10:1/min hasta los 10

ml/min (columnas microbore, analiticas y semipreparativas).

e) El caudal que suministran debe ser constante a lo largo del tiempo, ya que de ¢l depende

la reproducibilidad de los tiempos de retencion (Semanate, 2016).
2) Sistemas de mezcla de fase movil

En cromatografia de liquidos, es posible trabajar en dos modalidades; isocratico, cuando
la fase movil mantiene la misma composicion durante la elucion, y en gradiente, cuando la
composicion de la fase movil cambia seglin una funcion dependiente del tiempo (Semanate,

2016).
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Para trabajar en la modalidad de gradiente, es necesario que el equipo cromatografico
tenga un dispositivo capaz de realizar mezclas de disolventes con un control preciso y
reproducible. Los dos principales métodos de mezclado de los componentes de la fase
movil se conocen como mezclado a alta presion y mezclado a baja presion (Semanate,

2016).
3) Sistemas de inyeccion

Este sistema es sumamente importante debido a que si existe un mal sistema de inyeccion
puede dar lugar a ensanchamientos de la banda cromatografica que deterioren la eficacia
del sistema cromatografico (Semanate, 2016). Un inyector ideal debe tener las siguientes

caracteristicas:
a) Introducir la muestra en la columna como una banda lo mas estrecha posible.
b) Ser de facil manejo.

c¢) Dar lugar a resultados reproducibles, tanto en la cantidad de muestra inyectada como en

el ensanchamiento que origina en la banda cromatografica.
d) Ser capaz de trabajar a presiones elevadas (Semanate, 2016).
4) La columna

La columna es el elemento fundamental de un cromatografo de liquidos, puesto que es
en ella donde tiene lugar la separacion; por lo tanto, resulta fundamental una correcta
eleccion de la columna adecuada para cada separacion, ya que con una columna inadecuada
o de mala calidad se nunca se obtendran buenos resultados, aunque se disponga del mejor

instrumental (Martha, 2020).

Las partes de que se compone una columna de cromatografia liquida se muestran en la
figura. Las columnas més utilizadas en cromatografia de liquidos son las de relleno; estas
columnas consisten en un tubo, generalmente de acero, relleno de una fase estacionaria
adecuada al tipo separacion que se pretende llevar a cabo. El didmetro interno varia entre
2 y 60 mm dependiendo su utilizacion, a escala analitica o semipreparativa, y su longitud

varia entre 5 y 30 cm (Martha, 2020).

También se encuentran hoy en dia en el mercado columnas de pequefio didmetro

(microbore), con didmetros comprendidos entre 2 y 0,5 mm y longitudes entre 25 y 100
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cm. Este tipo de columnas permite reducir el consumo de disolventes y, por lo tanto,
facilitan la posibilidad de acoplar la cromatografia liquida a otras técnicas analiticas
(fundamentalmente espectrometria de masas). Por otro lado, se empieza a introducir la
denominada cromatografia de liquidos capilar, en la que se utilizan como columnas tubos
(de silice fundida generalmente) de un didmetro interno muy pequefio (entre 200 y 500 :m)
y de gran longitud (varios metros); en este tipo de columnas, la caracteristica mas
importante es que la fase estacionaria se encuentra ligada quimicamente a las paredes del
tubo, por lo que se hace innecesaria la utilizacion de particulas de fase estacionaria como

en los dos casos anteriores (Martha, 2020).

Figura No. 3 Columna cromatografica

==

Fuente: Agilent (2020).

Las caracteristicas de la columna que influyen sobre su capacidad de separacion son:

a) Diametro interno

b) Longitud

¢) Conexiones (reducciones)
d) Relleno

e) Tamafio de particula del relleno
5) Detectores

Este es un dispositivo que es capaz de medir la salida del analito de la columna. La
deteccion en cromatografia se ejecuta casi siempre, en continuo, aunque también se pueden
utilizar colectores de fracciones para la identificaciéon y cuantificacion de pequeias
fracciones del eluyente (Giri, 2015). Existen caracteristicas importantes en cuanto al

detector las principales son las caracteristicas que no afectan a la eficacia de la separacion:
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e Respuesta: Esta es la sefial que emite el detector cuando existe variacion de la
propiedad fisica del eluyente que se estd midiendo. Esta propiedad debe ser
proporcional a la variaciéon de masa del soluto que sale de la columna o a su
concentracion. Esta sefial se ejemplifica de forma lineal, (en un rango mas o
menos ancho segun el tipo de detector), lo que implica que la sefial generada por
el detector varia linealmente con la concentracion o la masa de soluto que, por

unidad de tiempo, sale de la columna (Giri, 2015).

e Ruido: Se refiere a las perturbaciones de la respuesta del detector y que no es

originada por la salida de un soluto de la columna (Giri, 2015).

El ruido de fondo del detector esta compuesto con dos tipos de ruido: ruido de corto
alcance que son las perturbaciones de una frecuencia mayor que la inversa del ancho del
pico de soluto y ruido de largo alcance que son las perturbaciones con una frecuencia del

mismo orden que la inversa del ancho del pico del soluto (Giri, 2015).

e Deriva: Es la variacion de la sefial de base a lo largo del tiempo, que origina una

variacion lenta y progresiva de la linea de base (Giri, 2015).

e Sensibilidad: La sensibilidad se define como la minima concentracion o cantidad de
soluto que debe pasar por el detector para que la sefial a que éste da lugar sea dos veces
mayor que la del ruido de fondo. Este parametro indica la cantidad minima de soluto
que es posible detectar, y es dependiente del ruido del detector (Giri, 2015).

e Rango dindmico: Es el rango de concentraciones de soluto entre las cuales el detector
produce una respuesta dependiente de la concentracion de soluto a la salida de la
columna. El valor minimo, se corresponde con la sensibilidad del detector, y el méximo,
con la concentracion de soluto a partir de la cual la respuesta del detector es constante
(saturacion). El rango dinamico lineal, es la zona del anterior en el que la respuesta del
detector es lineal frente a la concentracion de soluto (Giri, 2015).
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Caracteristicas que afectan a la eficacia de la separacion:

e Volumen de la cubeta: El volumen de la cubeta puede provocar una perdida
considerable de la eficacia del sistema, ya que volimenes grandes de célula originan
un efecto de dilucion exponencial del soluto que sale de la columna, deformandose el

pico y pudiéndose mezclar dos solutos que salen separados de la columna (Giri, 2015).

e Constante de tiempo: La constante de tiempo del detector indica el tiempo que necesita
la electrénica del detector para asumir la sefial instantdnea originada por el soluto.
Constantes de tiempo elevadas, dan origen a que picos que salen rapidamente de la
columna se vean ensanchados, y por lo tanto, dan origen a una pérdida de la eficacia
del sistema. Para andlisis convencionales, son apropiadas constantes de tiempo

inferiores a 100 ms (Giri, 2015).

Los detectores que no aportan informacion estructural han sido hasta el momento los de

uso mas extendido; entre ellos deben mencionarse:

a) Detector indice de refraccion.

b) Detector de ultravioleta y/o visible.
¢) Detector de fluorescencia.

d) Detector de conductividad eléctrica.

e) Detector electroquimico.
(Giri, 2015).
H. Fluorescencia

La fluorescencia es un proceso de fotoluminiscencia en el que los atomos y moléculas
se excitan con la absorcion de la radiacion electromagnética. Después la especie excitada
se relaja al estado fundamental y emite su exceso de energia como fotones. La caracteristica
mas atractiva de la fluorescencia es su sensibilidad inherente, habitualmente de uno a tres
ordenes de magnitud mayor que con la espectroscopia de absorcion. De hecho, con este
método se ha detectado una sola molécula de especies seleccionadas y en condiciones
controladas. Otra ventaja de los métodos de fluorescencia es su amplio intervalo de
concentracion lineal, significativamente mayor que en la espectroscopia de absorcion. Sin

embargo, los métodos de fluorescencia tienen menos aplicaciones que los métodos de
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absorcion, dado el nimero relativamente limitado de sistemas quimicos que presentan
fluorescencia apreciable. Ademas, esta Ultima se ve sujeta a muchos mas efectos de
interferencia ambiental que los métodos de absorcion. El andlisis por fluorescencia es un
método analitico relacionado con la espectrofotometria. Muchas moléculas son capaces de
emitir esta energia como radiacion, con lo cual vuelven al estado fundamental, la radiacion

emitida se conoce como fluorescencia (Skoog, et al, 2005).

1. Teoria de la fluorescencia molecular:

Figura No. 4 Diagrama de energia para la fluorescencia
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Fuente: Harris (2007).

Normalmente, el tiempo de vida media de una especie excitada es breve porque hay
diversas formas en las cuales un atomo o una molécula excitada liberan su exceso de
energia y se relajan a su estado fundamental. Dos de las mds importantes de estos
mecanismos son la relajacion (desactivacion) no radiante y la relajacion fluorescente

(Harris, 2007).

En la figura se ilustra el otro proceso de relajacion: la fluorescencia. Se puede observar
que las bandas de radiacion son producidas cuando las moléculas fluorecen debido a que
las moléculas electronicamente excitadas se pueden relajar a cualquiera de los estados
vibracionales del estado electronico fundamental. De igual forma que las bandas de
absorcion molecular, las bandas de fluorescencia molecular estdn formadas por una

multitud de lineas espaciadas tan estrechamente que son muy dificiles de resolver (Harris,

2007).
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El camino mas probable hacia el estado fundamental es aquel que minimiza el tiempo
de vida media del estado excitado. Por tanto, si la desactivacion por fluorescencia es rapida
con respecto a los procesos sin radiacion, se observa tal emision. Por otro lado, siun camino
sin radiacion tiene una constante de velocidad favorable, la fluorescencia no tiene lugar o

es menos intensa (Harris, 2007).
Variables que afectan la fluorescencia:

a. Rendimiento cudntico: El rendimiento o la eficacia cudnticos de la fluorescencia es
simplemente la relacion entre el nimero de moléculas que emiten fluorescencia
respecto al numero total de moléculas excitadas. Las moléculas altamente
fluorescentes, por ejemplo, la fluoresceina, tienen eficiencias cuanticas que, en ciertas
condiciones, se aproximan a la unidad. Las especies no fluorescentes tienen eficiencias

que son practicamente cero (Gonzéalez & Hernandez, 2002).

b. Estructura: La fluorescencia mas intensa y la mas util es la que presentan los
compuestos que contienen grupos funcionales aromaticos. Los compuestos que
contienen estructuras alifaticas y aliciclicas de carbonilo o estructuras con dobles
enlaces muy conjugados pueden presentar también fluorescencia. La mayoria de los
hidrocarburos aromaticos no sustituidos son fluorescentes en disolucion, la eficacia
cuantica aumenta con el nimero de anillos y con su grado de conjugacién (Gonzélez

& Hernéandez, 2002).

c. Rigidez estructural: Empiricamente se encuentra que la fluorescencia esta
particularmente favorecida en moléculas que poseen estructuras rigidas. La influencia
de la rigidez también tiene importancia en el aumento de la fluorescencia de ciertos
quelatantes organicos cuando estan formando un complejo con un ion metélico

(Gonzalez & Hernandez, 2002).

d. Temperatura y disolvente: La eficacia cudntica de la fluorescencia disminuye en
muchas moléculas con el aumento de la temperatura, ya que el aumento de la frecuencia
de las colisiones a temperatura elevada hace aumentar la probabilidad de desactivacion

no radiante (conversion externa). Una disminucion en la viscosidad del disolvente
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también aumenta la probabilidad de conversion externa y produce el mismo resultado

(Gonzalez & Hernandez, 2002).

e. Efecto del pH: La fluorescencia de un compuesto aromatico con sustituyentes acidos o
basicos en el anillo depende normalmente del pH. Tanto la longitud de onda como la
intensidad de emision son probablemente diferentes para la forma ionizada y no
ionizada del compuesto. Por lo tanto, serda muy frecuente en los métodos fluorimétricos

el control estricto del pH (Gonzélez & Hernandez, 2002).

f. Efecto de la concentracion: La potencia de la radiacion fluorescente F es proporcional
a la potencia radiante del haz de excitacion que es absorbido por el sistema (Gonzalez

& Hernandez, 2002).
I. Validacion de un método analitico

En la norma ISO 9001:2015, se define la validacion como la aprobacion de que un
método analitico ha alcanzado los requisitos para utilizarse en la determinacion de un
analito de interés. Esto se establece mediante estudios de laboratorio, determinando ciertos
parametros (Organizacion Internacional para la Estandarizacion, 2017). Las caracteristicas
que se desempenan son las siguientes: rango de medicion, exactitud, incertidumbre de
medicion de los resultados o precision, limite de deteccion, limite de cuantificacion,
selectividad del método o especificidad, linealidad, repetibilidad o reproducibilidad y la

robustez del método (Comision Guatemalteca de Normas, 2017).

Elresultado de la validacion es probar la aptitud de los métodos y documentar su validez,
mediante la determinacion de parametros analiticos de calidad. Ademas, la validacion

determina con fundamento estadistico que el método es adecuado para los fines previstos

(Duffau, y otros, 2010).
1.Categorias de validacion

Los requisitos de las pruebas farmacopeicas varian desde determinaciones analiticas
muy rigurosas hasta evaluaciones subjetivas de atributos. Para lo cual se ha dividido en las

categorias descritas a continuaciéon (USP, 2017).
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a. Categoria I: Procedimientos analiticos para la cuantificacion de los componentes
principales de farmacos a granel o ingredientes activos (incluyendo conservantes) en
productos farmacéuticos terminados.

b. Categoria II: Procedimientos analiticos para la determinaciéon de impurezas en
farmacos a granel o productos de degradacion en productos farmacéuticos terminados.

c. Categoria III: Procedimientos analiticos para la determinacion de las caracteristicas de
desempefio como por ejemplo perfiles de disolucion, desintegracion, entre otros.

d. Categoria I'V: Pruebas de identificacion.

(USP, 2017).

2.Parametros:

Al ser una validacion de categoria I, los pardametros que aplican son:

a.

Rango de medicion: Este parametro indica el intervalo que existe entre la concentracion
superior e inferior de analito en una muestra para las cuales el método analitico cumple
con brindar resultados precisos, exactos y que cumplen con linealidad. El intervalo se

reporta en las mismas unidades que la cantidad de analito reportado (RTCA, 2006).

Exactitud: Es la proximidad entre los resultados de la prueba obtenidos mediante el

método analitico y el valor verdadero o de referencia (RTCA, 2006).

Precision: Expresa el grado de concordancia entre una seric de mediciones
individuales, para ello se mide la dispersion de una serie de medidas obtenidas a partir

de multiples lecturas de una muestra homogénea con las mismas condiciones (RTCA,

2006).

Especificidad; selectividad: Capacidad de evaluar, medir e identificar simultdnea o
separadamente, los analitos de interés de forma inequivoca sin interferencias de

impurezas o productos de degradacion (Bridwell et al., 2011).

Linealidad: La linealidad es el pardmetro que asegura que la concentracion de un

analito de interés es directamente proporcional a la medida de lectura del equipo, tal
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como la absorbancia o area cromatografica (Farmacopea de Estados Unidos, 2021)

(RTCA, 20006).
Repetibilidad: Indica la precision de un método utilizado bajo las mismas condiciones,

tales como el mismo equipo y analista durante un periodo corto de tiempo (RTCA,

2006).
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IV. MARCO METODOLOGICO

A. Objetivos

1

[\

. General

Estandarizar un método para la cuantificacion de riboflavina en capsulas por medio de

cromatografia liquida de alta resolucion con detector de fluorescencia.

Validar un método analitico para la cuantificacion de riboflavina en una muestra de
capsulas, por medio del equipo de cromatografia liquida de alta resolucion con detector
de fluorescencia en el laboratorio de andlisis fisicoquimicos de un laboratorio de

control de calidad.

Documentar un nuevo método de cuantificacion de riboflavina para el laboratorio de
control de calidad por medio del equipo de cromatografia liquida de alta resolucion con

detector de fluorescencia.

. Especificos:

Evaluar los parametros de especificidad, linealidad del método y del sistema, rango,

repetibilidad y exactitud para determinar la validez del método analitico.

Establecer una metodologia confiable para la cuantificacion de Riboflavina en cépsulas

orales.
Elaborar el protocolo e informe de validacion del método de cuantificacion de
riboflavina, que se utilizara en el desarrollo de pruebas de control de calidad en el

laboratorio comercial.

Recibir la autorizacion del director técnico del laboratorio del control de calidad para

la utilizacion de este método en dicho laboratorio.
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B. Poblacion y muestra

1. Poblacién: La poblacion a estudiar es el contenido riboflavina (vitamina b2) en

capsulas comercializadas en Guatemala.

2. Muestra: Cantidad requerida de riboflavina (vitamina B2) en cépsulas

comercializadas en Guatemala.
C. Procedimiento
1. Revision bibliografica

En cuanto a la revision bibliografia esto se llevd a cabo consultando principalmente la
biblioteca virtual de la Universidad del Valle de Guatemala, el repositorio institucional, el
reglamento técnico centroamericano, asi como las normas ICH (International conference

on Harmmonization) y la farmacopea de los estados unidos.
2. Elaboracion de plan de investigacion

Inicialmente se realizo la presentacion del titulo, los objetivos, la introduccion y el marco
metodologico de la investigacion para optar al grado de Licenciado en Quimica

Farmacéutica.

Una vez autorizado, se procedio a realizar el protocolo de investigacion que incluye el
titulo, introduccion, marco conceptual (antecedentes, justificacion, planteamiento de
problema, alcances y limites) marco tedrico, marco metodoldgico, operativo, programa,

bibliografia y anexos.

Se envio el protocolo para revision por el director de carrera del Departamento de

Quimica Farmacéutica, el asesor principal y el revisor.
3. Muestreo

Para la seleccion de la molécula a analizar, se realizd una extensa investigacion de las
distintas moléculas que presentan la caracteristica de fluorescencia, seleccionando la
riboflavina, por ser facil de obtener y presentar una buena estabilidad, se identifico a los

posibles proveedores de riboflavina en el mercado y se escogio el producto mas confiable.

4, Analisis de muestras

a. Preparacion de fase movil:
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Pesar 13,61 g de acetato de sodio, transferir a un baléon aforado de 1000 mL y aforar con
agua destilada grado HPLC, realizar una agitacion constante y llevar a un pH de 5.4 con
acido acético glacial, hacer una mezcla 30:70 de metanol y la preparacion del acetato de

sodio y mezclar. para por ultimo filtrar a través de membrana de 0,45 um,
b. Preparacion de solucion estandar madre de riboflavina:

En una balanza analitica pesar 20.11 mg del estandar de riboflavina y esto se debe
transferir a un balén aforado con capacidad de 100 mL, agregar 30 mL de hidréxido de
sodio 0.1 N, y llevar a ultrasonido por 5 minutos, aforar con hidréxido de sodio 0.10 N y

mezclar.

Debido a que la solucion estandar de riboflavina es sensible a la luz, y puede degradarse
facilmente, la solucion se debe envolver con papel aluminio, ademas se debe mantener

refrigerada.

Transferir SmL de la solucion estdndar a un balén aforado de 50 mL y llevar a aforo con
una mezcla de (5:1:94) de acetonitrilo, 4cido acético glacial y agua y mezclar. Finalmente

se debe micro filtrar con membranas de 0.45 micras de nylon, transferir a los viales.

El hidroxido de sodio se prepar6 pesando 2 gramos de hidroxido de sodio y se disolvid

en 500 mL de agua.
¢. Preparacion de la muestra:

Homogenizar la muestra moliendo en caso de ser necesario se debe de pasar por tamiz
malla 20, luego pesar y anotar el peso exacto de 289.73 mg, en un balon aforado de 25 mL
con cuello esmerilado, mezclar la muestra con 10mL de hidroxido de sodio 0.10 N y aforar
con el mismo hidroxido de sodio. Mezclar bien a fin de obtener una suspension homogénea,
kOy filtrar con embudo y papel filtro, tomar una alicuota de SmL, en un baléon de 10 mL,

aforar con una mezcla de (5:1:94) de acetonitrilo, 4cido acético glacial y agua y mezclar.
Las condiciones cromatograficas:

1) Columna: C18 (5um) 125 x 4,6mm (Agilent ®)
2) Fase movil: Inciso 2

3) Inyeccion: 20 uL

4) Flujo o caudal: 1.2 mL / min.
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5) Detector: Fluorescencia (FLD) (Agilent ® 1260 Infinity 1)
6) Excitacion: 450 nm
7) Emision: 528 nm.

8) Tiempo: 15 min.
Determinacion de la concentracion de riboflavina en la solucion estandar:

mg

STDp (H)

Peso STDgr (mg) 5mL Pureza
* *
100 mL 50mL 100%

Determinacion del contenido de riboflavina en la muestra:

E* Anix 25mL 5mL

1
mL  Agrp * Peso Mx (mg) * 10mL * 100

R (%) = STD,

Concentracion esperada de: 0.020 mg/mL
En donde:

1) R: Riboflavina

2) STDR: estandar de riboflavina

3) STDR (mg/mL): concentracion riboflavina en la solucion estandar

4) STDR(mg): peso del estandar de riboflavina

5) Mx: muestra de riboflavina

6) AMX: area del pico del analito identificado en el cromatograma de la muestra

7) ASTD: area del pico del analito identificado en el cromatograma del estandar
Criterio de aceptacion: 90.0% - 110.0% de la cantidad declarada de riboflavina.
d. Adecuacion del sistema:

Se realiza una medicion en sextuplicado del estandar de Riboflavina, el cual es preparado
como se indica en la seccién anterior. Se analizan los parametros de concentracion del
estandar, sefial del estandar y coeficiente de variacion de las seis inyecciones. También se
analizan los factores cromatograficos de altura de picos, areas de picos, factor de coleo

USP, platos teoricos y factor de capacidad (k’) de la columna.

Criterio de aceptacion: La desviacion estandar relativa (%CV) entre las 6 inyecciones

debe ser menor o igual al 2%.
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e. Especificidad:

La especificidad se obtiene a partir de la valoracion por comparacion del
comportamiento de la Riboflavina a distintas condiciones. Para evaluar este parametro, se

preparan las siguientes soluciones:

1. Estandar al 100% de riboflavina

2. Muestra al 100% de concentracion de riboflavina
3. Placebo al 100% de concentracion de riboflavina
4. Fase movil

5. Diluyente

6.

Solucion estandar: Realizar la preparacion del estandar de trabajo, en concentracion del
100% del analito respecto a la muestra.

7. Solucion muestra: Realizar la preparacion de la muestra, segin lo indicado en el

procedimiento de preparacion de la muestra de este informe.

8. Solucion placebo: Se determind mediante un analisis de espectroscopia infrarroja (IR),
comparando el contenido de las capsulas con la base de datos, en el cual se determind
que la materia prima predominante es el almidon, empleandose 24 g de este, 42mg de
tiamina, 66mg de piridoxina, 12mg de &cido folico, 300mg de nicotinamida y 1 mg de
cianocobalamina, esto se mezclo y se aplicod el mismo procedimiento para el analisis

del analito.

Criterio de aceptacion: El tiempo de retencion de las soluciones placebo, diluyente y fase
movil no debe exhibir sefiales cuantificables en el mismo tiempo de retencion de la
solucion estandar del analito, la solucion muestra debe exhibir la misma respuesta en
cuanto al tiempo de retencion de la solucion estandar. Con eso se demuestra que la matriz

no interfiere.
f. Linealidad del sistema

Para evaluar la linealidad del sistema se preparan soluciones de estandar a 5 niveles de
concentracion de riboflavina: 50%, 75%, 100%, 125% y 150%. Este procedimiento se
repite de forma independiente 3 veces y se evalla estadisticamente la regresion lineal del
sistema al graficar la concentracion del analito vs el area cromatografica para cada uno de

los compuestos evaluados.
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Preparacion de la curva de linealidad del sistema para riboflavina: Preparar una solucion
madre de Riboflavina a una concentracion de 0.02 mg/mL en un balén de 100 mL. Tomar
de la solucion madre las siguientes alicuotas y diluir con una mezcla de (5:1:94) de
acetonitrilo, acido acético glacial y agua a en balones aforados de 50 mL, mezclar, para

alcanzar las concentraciones de cada nivel en la curva.

Tabla No. 1 Preparacion de estandares para la curva de linealidad del sistema de valoracion de riboflavina.

No. Nivel (%) Alicuota de solucion madre de Concentracion
riboflavina (mL) riboflavina (mg/mL)
1 50 2 0.010
2 75 3 0.015
3 100 4 0.020
4 125 5 0.025
5 150 6 0.030

Criterio de aceptacion de linealidad del sistema:

Coeficiente de correlacion (r): > 0.99
Coeficiente de determinacion (r?): > 0.98

%Desviacion estandar relativa (RSD): <2.0 %

b=

Coeficiente de variacion de los factores de respuesta (CV): <2.0 %

g. Linealidad del método

La prueba de exactitud se lleva a cabo junto con el analisis de linealidad del método, el
cual se obtiene trabajando a 3 niveles de concentracion de riboflavina: 80%, 100%, y
120%. Este procedimiento se realiza tres veces de forma independiente para cada nivel y
se evaliia estadisticamente la regresion lineal del sistema al graficar la concentracion de

analito anadida vs la recuperada para cada uno de los compuestos evaluados.

Preparacion de soluciones para linealidad del método de riboflavina: Pesar las siguientes
cantidades de riboflavina y placebo para alcanzar las concentraciones de cada nivel en la

curva. Preparar cada una de las soluciones en balones de 50 mL, y aforar con hidréxido de
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sodio 0.1 N. Tomar una alicuota de 2 mL del estandar y 2 mL del placebo y transferir a

baolnes de 10 mL, diluir con una mezcla de (5:1:94) de acetonitrilo, acido acético glacial

y agua y mezclar.

Tabla No. 2 Preparacion de estandares para la curva de linealidad del método de valoracion de riboflavina

Nivel (%) Peso de Peso de placebo Concentracion de
riboflavina (mg) (mg) riboflavina (mg/mL)
80 4 1444.64 0.016
100 5 1143.64 0.020
120 6 1142.64 0.024

Sl

Criterio de aceptacion de linealidad del método

Coeficiente de correlacion (r): > 0.99
Coeficiente de determinacion (r?): > 0.98
%Desviacion estandar relativa (RSD): <2.0 %

Coeficiente de variacion de los factores de respuesta (CV): <2.0 %

h. Exactitud

Para evaluar la exactitud se calcula el porcentaje de recobro de la cantidad determinada

con relacion a la cantidad conocida de analito afadido a una muestra placebo.

1.

> wn

Criterio de aceptacion para la exactitud
Porcentaje de recuperacion 98% a 100%
Coeficiente de variacion: <2.0 %

G de Cochran tabulada < 0.798

Repetibilidad

Aplicacion del procedimiento analitico en un laboratorio durante un periodo corto por el

mismo analista utilizando el mismo equipo. La determinacion de la repetibilidad del

método se realiza sobre una serie de 9 valoraciones llevadas a cabo por el mismo analista,

bajo las mismas condiciones normales de operacion.
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Las muestras utilizadas en la determinacion son las siguientes:

1. muestras de placebo mds estandar que representen el 80% del analito.
2. muestras de placebo mas estandar que representen el 100% del analito.

3. muestras de placebo mas estandar que representen el 120% del analito.

Criterio de aceptacion de repetibilidad: El coeficiente de variacion CV, no debe ser

mayor a 2% para cada nivel, ni para el grupo total de determinaciones.
j. Precision intermedia

Este parametro se analiza obteniendo resultados de 12 determinaciones, realizadas por

dos analistas distintos. Con lo cual se determina la variacidén dentro del laboratorio.
Las 12 determinaciones se realizan de la siguiente manera:

1. Dia 1: 6 determinaciones procedentes del analista 1 de una muestra homogénea que
corresponde al 100% de Riboflavina
2. Dia 2: 6 determinaciones procedentes del analista 2 de una muestra homogénea que

corresponde al 100% de Riboflavina

Criterio de aceptacion de precision intermedia: El coeficiente de variacidon no debe ser

mayor del 2%, entre las series ni en el grupo total de ellas.
k. Rango

Se mide la amplitud entre las concentraciones inferior y superior del analito en la cual
se puede determinar al analito con un nivel adecuado de precision, exactitud y linealidad

utilizando el procedimiento segin se describe en las secciones anteriores.

Criterio de aceptacion de rango: El valor se debe encontrar entre 80% a 120%

determinado respecto a la concentracion del analisis.
5. Anailisis y discusion de resultados

Mediante los datos obtenidos se procedera a la interpretacion de los resultados, para
verificar si la validacion metodoldgica se ejecutd de forma correcta y se puede integrar a
los métodos ordinarios que se utilizan en el laboratorio de control de calidad, interpretando

cada uno de los parametros por separado a partir de las graficas y cuadros obtenidos.

34



6. Elaboracion de informe de investigacion

Por ultimo, se realizd una presentacion al director de carrera, asesor y revisor, para
obtener la aprobacion, y proceder a realizar el informe final agregando los resultados, la

discusion, las conclusiones y recomendaciones.
D. Disefio de investigacion

El estudio es de tipo observacional prospectivo, debido a que se realiza una comparacion

entre grupos, para validar un método analitico.
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V. MARCO OPERATIVO
A. Tratamiento y recoleccion de datos

Los datos recolectados se deben ingresar manualmente a una base de datos de EXCEL,
donde se ejecutaran mediante estadistica descriptiva para presentar los resultados mediante
graficas y cuadros, para posteriormente realizar el andlisis pertinente para desarrollar una

discusion concisa y directa.
B. Recursos Humanos

1. Autora: Valeria Andrea Salguero Recinos
2. Asesor: Lic. Sergio Sanchez

3. Revisora: Licda. Ana Luisa Mendizabal Solé

C. Recursos materiales
1. Equipo

Balanza analitica con sensibilidad 0.1 mg (Mettler Toledo)

b. Cromatografo liquido de alta resolucion con detector de fluorescencia (Agilent ® 1260
Infinity IT)

c. Baifio termorregulado con agitacion magnética

d. Columna: C 18 (5 um), 125 x 4,6 mm (Agilent ®)

2. Cristaleria y materiales

a. Dispositivo de filtracion con membrana Milipore
b. Espatula

c. Embudos

d. Viales de inyeccion HPLC de 2mL

e. Balon volumétricos de 1000, 100, 50 y 20 mL.

f.  Erlenmeyer de 25 mL

g. Membranas de 0.45 micras, nylon.

h. Beakers de 1000, 100 y 50 mL

i. Pipetas volumétricas de 2mL, 3 mL, 4 mL, 5 mL y 6 mL
J. Probetas de 1000, 100 y 50 mL

k. Potenciometro Mettler toledo
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. Jeringas
m. Computadora

n. Equipo de proteccion personal: bata, guantes, lentes

o. Papel aluminio

p. Mortero y pistilo

q. Papel filtro

3. Reactivos

a. Agua destilada grado HPLC

b. hidréoxido de sodio 0.1N grado analitico
c. Acetato de sodio grado analitico

d. Acido acético glacial grado analitico

e. Acetonitrilo grado HPLC

f. Metanol grado HPLC

4. Estandares y muestra de trabajo

Estandar de riboflavina
b. Capsulas de riboflavina

c. Placebo (almidon de maiz)
D. Recursos econdmicos:

Este trabajo de graduacion sera financiado de forma completa por el laboratorio de

control de calidad, tiene un costo aproximado de Q8,000.
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V1. CRONOGRAMA

Tabla No. 3 Cronograma de elaboracion de tesis

Tiempo

Actividad

Semanas

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

Revision de
bibliografia

Elaboracion plan
de investigacion

Muestreo y
obtencion de
estas

Analisis de
muestras

Discusion de
resultados

Elaboracion de
informe
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VII. RESULTADOS

A. Adecuacion del sistema

Tabla No. 4 Resultados de adecuacion del sistema para el método de valoracion de riboflavina.

Determinacion | Platos tedricos | Factor de coleo | Area Factor de | Tiempo de
cromatografica | capacidad (‘k) | retencidén

1 3255.20 1.40 2568 1.50 6.10

2 3266.30 1.40 2537 1.50 6.11

3 3266.50 1.40 2529 1.50 6.11

4 3265.70 1.40 2526 1.50 6.10

5 3283.50 1.40 2509 1.50 6.11

6 3276.60 1.40 2491 1.50 6.10
Promedio 3269.97 1.40 2527 1.50 6.11

%CV 0.30 0.00 1.033 0.00 0.090
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B. Especificidad

Tabla No. 5 Resultados de especificidad para valoracion de riboflavina

Principio activo Criterio Resultado Interpretacion
Riboflavina Las soluciones | No hay interferencia de | Cumple
diluyente/fase = movil y | alguna sefial proveniente
placebo no deben de exhibir | de las soluciones
sefiales cuantificables. La | diluyente/fase movil o
solucion muestra debe de | placebo. La solucion
exhibir una respuesta similar | muestra exhibe la misma
en el tiempo de retencion de | respuesta en cuanto al
la solucion estandar. tiempo de retencion de la
solucion estandar.
Especificidad Area cromatografica
Estandar 3159.00
Muestra 3786.00
Placebo 0000.00
Fase movil 0000.00
Diluyente 0000.00
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C. Linealidad, intervalo y rango del sistema

Tabla No. 6 Resultados de linealidad de sistema para la valoracion de riboflavina

Nivel | No. Estandar | Concentracion | Area Promedio %CV
(mg/mL) cromatografica

50% |1 0.010 1046 1047.00 0.17
2 0.010 1046
3 0.010 1049

75% |1 0.015 1665 1664.00 0.060
2 0.015 1663
3 0.015 1664

100% | 1 0.020 2241 2243.66 0.10
2 0.020 2245
3 0.020 2245

125% | 1 0.025 2888 2884.33 0.14
2 0.025 2880
3 0.025 2885

150% | 1 0.030 3504 3506.66 0.072
2 0.030 3509
3 0.030 3507
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Grafica No 1. Linealidad del sistema de la valoracion de riboflavina.
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Tabla No. 7 Resumen resultados estadisticos de linealidad del sistema para valoracion de riboflavina.

Criterio Especificacion | Resultado Interpretacion
Coeficiente de | >0.99 1.00 Cumple
correlacion R

Coeficiente de | >0.98 0.99 Cumple
determinacion R?

% Desviacion estandar | <2.00 0.42 Cumple
relativa de b

Coeficiente de variacion | <2.00 0.039 Cumple

de los factores de

respuesta (%cv)
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Tabla No. 8 Reporte estadistico de la prueba de linealidad y rango del sistema para la valoracion de riboflavina.

Descripcion Parametros Resultados
Resultgdos del andlisis de | Ecuacion de la recta y=122468.32x-186.73
regresion
Coeficiente de correlacion 1
Coeficiente de determinacion 0.99
Datos de la pendiente (b) Coeficiente de regresion lineal b 122468.32
Varianza 259922.63
Desviacion estandar 509.83
Desviacion estandar relativo 0.42
Intervalo de confianza 123378.18
Para p=0.05 121572.45

La pendiente es distinta de 0 para p=0.05

Datos del intercepto (a)

Valor del intercepto -186.73
Varianza 117.60
Desviacion estandar 10,84
Desviacion estandar relativo 5.80
Intervalo de confianza -167.78
Para p=0.05 -206.19

El intercepto es distinto de 0 para p=0.05

Datos de
respuesta (f)

los

factores

de

Media 111711.58
Desviacion de factores 4384.95
Coeficiente de variacion 0.039
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D. Linealidad del método y exactitud

Tabla No. 9 Resultados de prueba de exactitud para valoracion de riboflavina

Nivel | Area Recuperado | Recuperado | Promedio Dev. %CV
% cromatografica | (mg) % Estandar
80 2027 80.46 100.58
2037 81.062 101.33 101.18 0.54 0.54
2038 81.31 101.63
100% | 2537 99.62 99.62
2571 101.35 101.35 100.58 0.88 0.88
2551 100.76 100.76
120% | 3046 121.12 100.93
3052 121.76 101.47 100.99 0.46 0.45
3055 120.67 100.56
Promedio 100.91 0.63 0.62
G Cochran Experimental 0.62
G Cochran Tabulada 0.79
Variabilidad para p=0.05 La wvariabilidad no depende Ia
concentracion para p=0.05.
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Tabla No.10 Resumen resultados estadisticos de la exactitud para valoracion de riboflavina.

Criterio Especificacion Resultado Interpretacion
Porcentaje de
recuperacion (98.0 - 102.0%) 100.91 Cumple
Coeficiente de
variacion % (Cv) <a2% 0.62 Cumple
G de Cochran
Experimental 0,798 0.62 Cumple
Tabla No.11 Resultados de linealidad del método para valoracion de riboflavina
Nivel % | Area mg (%) | mg Concentracion | %
cromatografica | agregados recuperado Recuperado
(%)
80% 2027 80.00 80.46 0.016 100.58
2037 80.00 81.062 0.016 101.33
2038 80.00 81.31 0.016 101.63
100% 2537 100.00 99.62 0.020 99.62
2571 100.00 101.35 0.020 101.35
2551 100.00 100.76 0.020 100.76
120% 3046 100.00 121.12 0.024 100.93
3052 100.00 121.76 0.024 101.47
3055 100.00 120.67 0.024 100.56
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Grafica No 2. Linealidad del método para la valoraciéon de riboflavina
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Tabla No. 12 Resumen resultados estadisticos de linealidad del método para valoracion de riboflavina

Criterio Especificacion | Resultado Interpretacion
Coeficiente de correlacion R | >0.99 1.00 Cumple
Coeficiente de determinacion | >0.98 0.99 Cumple

R2

%  Desviacion  estandar | <2.00 0.013 Cumple
relativa de b

Coeficiente de wvariacion de | <2.00 0.006 Cumple

los factores de respuesta

(%Cv)
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Tabla No. 13 Reporte estadistico de la prueba de linealidad del método para la valoracion de riboflavina.

Descripcion

Parametros

Resultados

Resultados del anélisis de
regresion

Ecuacion de la recta

y=1.0059x+ 0.3072

Coeficiente de correlacion 1.00
Coeficiente de determinacion 0.99
Datos de la pendiente (b) Coeficiente de Regresion lineal b | 1.0059
Varianza 0.00
Desviacion estandar 0.013
Desviacion estandar relativo 1.33
Intervalo de confianza 1.031
Para p=0.05 0.98

La pendiente es distinta de 0 para p=0.05

Datos del intercepto (a)

Valor del intercepto 0.3072
Varianza 1.83
Desviacion estandar 1.35
Desviacion estandar relativo 441.23
Intervalo de confianza 2.87
Para p=0.05 -2.3

El intercepto es distinto de 0 para p=0.05

Datos de los factores de

respuesta (f)

Media 1.01
Desviacion de factores 0.006
Coeficiente de variacion 0.006
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E. Repetibilidad

Tabla No. 14 Resumen de resultados estadisticos de repetibilidad para valoracion de riboflavina

Principio activo Nivel % | Especificacion | Resultado %CV | Interpretacion
Riboflavina 80 <2.00 0.53 Cumple
100 0.88 Cumple
120 0.45 Cumple

Tabla No. 15 Resultados de repetibilidad para valoracion de riboflavina

Nivel% | Area cromatografica | Recuperado | Promedio % | Des. %CV
% Estandar

80 2027 100.58
2037 101.33 101.18 0.54 0.53
2038 101.63

100 2537 99.62
2571 101.35 100.58 0.88 0.88
2551 100.76

120 3046 100.93
3052 101.47 100.98 0.46 0.45
3055 100.56

Promedio 100.91 0.63 0.62
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F. Precision intermedia

Tabla No 16. Resumen resultados estadisticos de precision intermedia para valoracion de riboflavina

Criterio Especificacion %CV Interpretacion
Coeficiente de variacion | <2.00 0.92 Cumple
analista 1
Coeficiente de variacion | <2.00 0.79 Cumple
analista 2
Coeficiente de variacion | <2.00 0.86 Cumple
general

Tabla No 17. Resultados de precision intermedia para valoracion de riboflavina dia 1.
Determinacion | Agregado (mg)mx Area cromatografica % Recuperado
1 289.70 3467 113.74
2 289.45 3448 113.21
3 289.46 3499 114.88
4 289.56 3431 112.61
5 289.96 3430 112.43
6 289.73 3413 111.96
Promedio %

113.14
Recuperado
Desv. Estandar 1.058
CV% 0.92
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Tabla No 18. Resultados de precision intermedia para valoracion de riboflavina dia 2.

Determinacion | Agregado (mg)mx Area cromatografica % Recuperado
1 290.06 290.06 110.47
2 289.61 289.61 108.57
3 289.72 289.72 110.66
4 289.77 289.77 109.88
5 289.71 289.71 110.41
6 290.09 290.09 109.00
Promedio % 109.83

Recuperado

Desv. Estandar | 0.86

CV% 0.79
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VIII. DISCUSION DE RESULTADOS

A. Adecuacion del sistema

Este es un parametro especifico para comprobar si existe una adecuada distribucion de
la sefial en el espectro durante el proceso de deteccion. Como se observa en la tabla 4, se
tiene un coeficiente de variacion (CV) de 1.033% para las areas cromatograficas por lo que
no existe variabilidad significativa entre las lecturas realizadas en un mismo vial, asi
también se obtuvo un 0% de CV en factor de coleo, esto quiere decir que la simetria del
pico cromatografico es adecuada, igualmente se obtuvo un 0% de CV en el factor de
capacidad, esto significa que se obtuvo el mismo grado de retencion de la muestra en la
columna en todas las inyecciones, en el caso de los platos tedricos se obtuvo un CV de
0.30% por lo que se pudo comprobar la eficiencia de la columna, por tltimo un CV de
0.090% en cuanto al tiempo de retencion por lo que se concluye que el tiempo que tarda

un analito en salir de la columna es muy similar en las 6 inyecciones.
B. Especificidad

En este parametro se analizé la solucion estandar al 100% de Riboflavina, la muestra al

100% de Riboflavina, el placebo, el diluyente y la fase movil.

Se evaluo la especificidad para determinar la posible interaccion o si existe interferencia
de los excipientes, asi como el sistema cromatografico y los estandares y la muestra
trabajada, esta evaluacion se realiza para determinar si existe algin componente de la
formula del producto o del sistema cromatografico que pudiera emitir seial en la misma

longitud de onda que el principio activo.

Los resultados se pueden observar en el area de anexos, apartado G. Las soluciones
diluyentes, fase movil y placebo no emitieron sefiales cuantificables en el mismo tiempo
de retencion de la solucion estandar del analito, sin embargo para la solucion muestra si se
exhibid una respuesta similar en cuanto al tiempo de retencion de la solucion estandar. Con
eso se demuestra que la matriz no interfiere. A partir de esto, se concluye que el método
analitico utilizado para la valoracion de Riboflavina cumple con los pardmetros de

especificidad.
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C. Linealidad del sistema

En este  pardmetro se  evaluaron 5 niveles de  concentracion
(50%,75%,100%,125%,150%), por lo que se obtuvo un rango desde 0.010 mg/mL hasta
0.030 mg/mL, respecto a la concentracion en la preparacion de la muestra. Este parametro
es importante ya que permite determinar que el sistema brinda resultados confiables dentro
y fuera del rango de aceptacion del producto, obteniéndose informacion para poder detectar
producto que se encuentren fuera de los limites de la especificacion y poder cuantificarlos

con la misma precision y exactitud.

En los resultados, en la grafica 1, se pudo observar una relacion lineal directamente
proporcional entre la concentracion de Riboflavina y el area determinada por el equipo. Se
evaluaron los parametros coeficiente de correlacion (R) y coeficiente de determinacion
(R2) 1.000 y 1.00 respectivamente, cumpliendo con la especificacion de ser mayores a 0.99
y 0.98 como se muestra en la Tabla 7. La correlacion entre los datos y la desviacion estandar
para la pendiente es de 0.42 % (menor o igual a 2%). Tomando en cuenta estos datos, se
puede afirmar que la pendiente de riboflavina no tiene variabilidad y por lo tanto no existe

variabilidad en las valoraciones para las concentraciones en el rango lineal evaluado.

El coeficiente de determinacion para riboflavina, indica que los resultados presentados
en el presente informe se apegan en al menos un 98.0% al modelo de regresion lineal y la
concentracion y el area estdn relacionados entre si. El sistema cumple con los parametros
de linealidad y se asegura que la capacidad del método de andlisis da una respuesta

proporcional a la cantidad del analito analizado.
D. Linealidad del método

Se realiz6 el analisis de valoracion a tres niveles diferentes de concentracion de
riboflavina (80%, 100% y 120 %), que equivalen a un rango de 0.016mg/mL a 0.024
mg/mL para evaluar la correlacion entre la concentracion y el porcentaje de recobro al
analizar una matriz con el principio activo. En este rango se demostré que existe una
correlacion lineal entre la cantidad de riboflavina agregada y la cantidad recuperada, como
se observa en la grafica 2, obteniendo un coeficiente de correlacion de 1.00 y un
coeficiente de determinacion de 1.00, lo que demuestra que los datos del area de

Riboflavina cumplen con el modelo lineal en un 100% de los casos, y un coeficiente de
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variacion de la regresion menor al 2%, por lo que se cumple con los pardmetros
establecidos por la ICH de validacion, al demostrar que la variabilidad no depende de la
concentracion, se obtiene que la relacion de principio activo agregado y recuperado es
directamente proporcional por lo que el método es lineal y adecuado para el analisis de

riboflavina.
E. Repetibilidad

Este pardmetro se evalua en tres niveles de concentracion distintos (80%, 100% y 120%),
cada uno realizado en triplicado, dentro del rango de linealidad de cada analito como se
puede observar en la Tabla 15 en la seccion de resultados, se puede notar que para las tres
diferentes concentraciones se mantienen los valores de desviacion estandar y coeficiente
de variacion debajo del 2%, ademés se puede obtener un porcentaje de recuperacion
adecuado de 100.98%. Esto indica que para la riboflavina se puede asegurar que hay una

buena repetibilidad en tanto a una concentracion baja, mediana y alta.
F. Exactitud

Este parametro fue determinado a partir del porcentaje de recobro a los mismos niveles
de concentracion obtenidos en la linealidad del método, con el objetivo de poder analizar
con confiabilidad el producto que se encuentre conforme y no conforme. Como se observa
en la Tabla 11, se obtuvo un porcentaje de recuperacion promedio de 100.91% para la
Riboflavina, por lo que la metodologia analitica utilizada fue correctamente ejecutada para
dar resultados que sean exactos y con una minima variacion (coeficiente de variacion de
0.62%). Respecto al valor de G de Cochran, se determind que entre los datos de cantidad
agregada de riboflavina y el porcentaje recuperado existe poca variabilidad ya que se
encontr6 un valor de 0.62 que es menor al valor tabulado (0.798), con lo que se demuestra
que no existe influencia del factor de concentracion en la variabilidad de los resultados,

con lo que se comprueba la exactitud del método.
G. Precision intermedia

El método analizado present6 un alto grado de repetibilidad ya que los resultados
observados en las tablas 17 y 18 muestran que, analizando la misma concentracion en

muestras preparadas independientemente, los resultados obtenidos al aplicar el método
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tienen poca variabilidad con la desviacion estandar y el coeficiente de variacion, siendo

este menor a 2%.

El método cromatografico desarrollado para la valoracion de Riboflavina resultd ser
preciso, lo cual se demuestra al evaluar la variabilidad entre el analista 1 en el cual se
obtuvo un porcentaje de recuperacion de 113.14%, con una desviacion estandar de 1.036 y
un coeficiente de variacion de 0.92 y la preparacion del analista 2 con un porcentaje de
recuperacion de 109.84%, una desviacion estandar de 0.86% y un coeficiente de variacion
de 0.79% A través del coeficiente de variacibn menor al 2%, se demuestra la poca

variabilidad entre las preparaciones de ambos analistas.
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IX. CONCLUSIONES

Se estandariz6 un método para la cuantificacion de riboflavina mediante la
evaluacion a de parametros clave como la especificidad, linealidad del método y
del sistema, precision, repetibilidad y exactitud. Los resultados obtenidos
demostraron la validez del método analitico, lo que respalda su aplicabilidad en la

determinacion precisa de riboflavina en cépsulas orales.

Se validé un método analitico para la cuantificacion de riboflavina en una muestra
de cépsulas orales, por medio del equipo de cromatografia liquida de alta
resolucion, los resultados y conclusiones obtenidos contribuyen significativamente
al avance y excelencia en los procesos analiticos del laboratorio de control de

calidad.

Se implement6 una metodologia confiable para la cuantificacion de riboflavina en
capsulas orales. Esto ha permitido establecer un proceso analitico consistente y
eficaz, proporcionando una base s6lida para la obtencion de resultados precisos en

el analisis de este tipo productos farmacéuticos.

Se elabor6 el protocolo e informe de validacion del método de cuantificacion de
riboflavina, destinado a ser utilizado en el desarrollo de pruebas de control de
calidad en el laboratorio comercial. Este documento no solo proporciona una guia
detallada para la implementacion del método, sino que también respalda la
integridad y confiabilidad de los resultados obtenidos en el laboratorio de analisis

fisicoquimicos.

Se recibid la autorizacion del director técnico del laboratorio de control de calidad
para la utilizacion de este método, esto confirma su confiabilidad y validez para

aplicaciones practicas. Esta aprobacion respalda la utilidad y confiabilidad del
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método en entornos profesionales, destacando su relevancia en la mejora continua

de los estandares de calidad en la industria farmacéutica.
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X. RECOMENDACIONES

Los resultados indican una buena repetibilidad y exactitud, sin embargo, se sugiere una
revision continua de estos parametros a medida que se implementa el método en el
laboratorio. Verificar la variabilidad del método cada 2 o 3 afios garantizara la consistencia
y confiabilidad del analisis, especialmente al enfrentar concentraciones variables y
diferentes condiciones de muestreo. Dada la relevancia de la precision intermedia, se
recomienda realizar evaluaciones periodicas para garantizar que el método mantenga su
alto grado de repetibilidad entre dias independientes. Esto respaldara la confiabilidad del

método a lo largo del tiempo.
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XII. ANEXOS
Glosario

Analito: Es una sustancia quimica o componente especifico que se busca identificar,
cuantificar o analizar en una muestra (Skoog., Holler, & Crouch, 2017).

Antioxidante: Los antioxidantes son sustancias quimicas que tienen la capacidad de
proteger las células y los tejidos del dafio causado por moléculas inestables llamadas
radicales libres (Halliwell & Gutteridge, 2015).

Cofactor enzimatico :Un cofactor enzimatico es una molécula no proteica que colabora con
una enzima para facilitar la catalisis de reacciones quimicas especifica (Lehninger, Nelson,
& Cox, 2017).

Comatografia liquida de alta resolucion: Es una técnica analitica utilizada para separar,
identificar y cuantificar componentes individuales en una muestra liquida (Semanate,
2016).

Cromatograma: Registro grafico producido por un método cromatografico (Skoog, West,
Holler, & Crouch, 2005).

Cuantificacién: La cuantificacion se refiere al proceso de determinar la cantidad o
magnitud numérica de algo de manera precisa y medible (Giri, 2015).

Degradacion térmica: Se refiere al proceso quimico en el cual una sustancia se descompone
y se modifica debido al aumento de temperatura (Lehninger, Nelson, & Cox, 2017).
Disfunciéon mitocondrial: Se refiere a alteraciones en el funcionamiento normal de las
mitocondrias, las estructuras celulares encargadas de producir energia en forma de
adenosin trifosfato (ATP) a través del proceso de respiracion celular (Wallace & Fan,2010).
Elucion: Se refiere al proceso de separacion de componentes en una mezcla utilizando una
fase movil que pasa a través de una fase estacionaria (Skoog., Holler, & Crouch, 2017).
Emision: Se refiere a la liberacion o radiacion de energia, generalmente en forma de luz o
radiacion electromagnética, por parte de un atomo, molécula o sistema que esta en un
estado excitado o energético superior (Skoog., Holler, & Crouch, 2017).

Eritropoyesis: Es el proceso de formacion y desarrollo de los globulos rojos (eritrocitos)
en la médula dsea, el tejido esponjoso que se encuentra en el interior de los huesos

(Kaushansky, et al, 2015).
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12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Estandar: Es una referencia o patron ampliamente aceptado y reconocido que se utiliza
como punto de comparacion para evaluar, medir o calibrar otros objetos, sustancias o
procesos (ISO, 2021).

Estrés oxidativo: Es un desequilibrio entre la produccion de especies reactivas de oxigeno
(ROS) v la capacidad del sistema antioxidante del cuerpo para neutralizarlos y reparar el
dafio celular resultante (Sies, 2015).

Excitacion: Se refiere al proceso en el cual un atomo, molécula o sistema absorbe energia
en forma de radiacion electromagnética (como luz) y sus electrones se elevan a niveles de
energia mas altos (Skoog., Holler, & Crouch, 2017).

Fase movil: Es el solvente o gas que fluye a través de una columna o una superficie
cromatografica en el proceso de separacion (Skoog., Holler, & Crouch, 2017).

Ferritina: Es una proteina presente en las células de mamiferos, incluyendo a los seres
humanos, que juega un papel fundamental en el almacenamiento y liberacion controlada
del hierro en el organismo (Arosio & Levi, 2010).

Fluorescencia: Es un fendmeno fisico en el cual ciertas sustancias, llamadas fluoréforos o
fluorocromos, absorben la energia de la luz en una longitud de onda especifica y luego
emiten energia en forma de luz a una longitud de onda mas larga, generalmente en el rango
del espectro visible (Harris, 2007).

Hidrolisis alcalina: Es una reaccién quimica en la que un compuesto se descompone en sus
componentes mas simples mediante la adicion de agua en un entorno alcalino, es decir, con
un pH elevado (basico) (Lehninger, Nelson, & Cox, 2017).

Margen de incertidumbre: Podria entenderse como el rango o la cantidad de error esperado
en una medicion o estimacion (IRAM, 2001).

Metabolismo: El metabolismo se refiere al conjunto de procesos quimicos y bioquimicos
que ocurren dentro de un organismo vivo para mantener la vida (Berg,, Tymoczko, Gatto,
& Stryer, 2015).

Oxidacion: Es un proceso quimico en el cual una sustancia pierde electrones, aumentando
su estado de oxidacion (Chang, 2010).

Parametros analiticos: Los parametros analiticos son medidas cuantitativas o cualitativas
utilizadas para evaluar o caracterizar una muestra, sustancia o sistema en un contexto

cientifico o técnico (Crubellati & Di Risio, 2009).
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23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

Placebo: Es una sustancia o tratamiento que no tiene propiedades farmacologicas activas y
no tiene un efecto terapéutico real en el paciente, pero que se presenta como si fuera un
medicamento o una intervencién genuina (Hrobjartsson & Getzsche,2010).

Propiedades fisicoquimicas: Las propiedades fisicoquimicas son caracteristicas de una
sustancia que estan relacionadas tanto con sus propiedades fisicas como con sus
propiedades quimicas. Estas propiedades abarcan aspectos que describen tanto la
naturaleza fisica como la reactividad quimica de una sustancia (Chang, 2010).

Reaccion oxido reduccion: Es un tipo de reaccion quimica en la cual uno o mas electrones
se transfieren entre los reactantes. En una reaccion de oxidacion, un compuesto o atomo
pierde electrones, lo que resulta en un aumento en su estado de oxidacion. En una reaccion
de reduccion, un compuesto o d&tomo gana electrones, lo que resulta en una disminucion en
su estado de oxidacién (Lehninger, Nelson, & Cox, 2017).

Sensibilidad: se refiere a la capacidad de un método analitico para detectar y cuantificar
cantidades pequetias o bajas de una sustancia (Skoog., Holler, & Crouch, 2017).

Tiempo de Retencion: El tiempo de retencion, en el contexto de la cromatografia, es el
periodo de tiempo que transcurre desde que una muestra se introduce en el sistema
cromatografico hasta que un componente especifico de la muestra alcanza el detector
(Skoog., Holler, & Crouch, 2017).

Validacion: La validacion se refiere al proceso de evaluar y confirmar la precision, la
calidad y la integridad de algo (Crubellati & Di Risio, 2009).

Vitamina hidrosoluble: son un grupo de vitaminas que se disuelven en agua y son
esenciales para el funcionamiento adecuado del organismo humano (Thakur, et al., 2017).
Vitaminas liposolubles: Las vitaminas liposolubles son un grupo de vitaminas que se
disuelven en grasas y aceites, y se almacenan en los tejidos adiposos del cuerpo (Thakur,

et al., 2017).
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B. Matriz de riesgos: Validacion riboflavina

Tabla No 19. Matriz de riesgos para la validacion de capsulas orales de riboflavina.

Mapa de calor de

riesgos

Exactitud | Precision

Estrategia de control analitico

Monitoreo diario de controles
ambientales
Verificacion de los célculos de

preparacion de las muestras

Someter a ultrasonido hasta lograr

disolucion completa de la muestra

Aumentar el tiempo de disolucion en

el bano de ultrasonido

Operacion Factor o variable | Identificar riesgo potencial
unitaria analitica
analitica
Humedad de | Absorcion de vapor por la
laboratorio muestra puede llevar a
pesado incorrecto o
degradacion
Preparacion de
reactivos y Habilidad analitica Incorrecta preparacion de la
muestras muestra, pesado o
diluciones volumétricas
Composicion del | Falta de disolucion
disolvente usado en la | completa de la muestra
preparacion de la
muestra
Composicion de la | Falta de disolucion
muestra completa de la muestra
Configuracion | Composicion de la | Interferencia en los
de instrumento | muestra cromatogramas en los
y sistema tiempos de retencion del
analito
Temperatura de la | Desempefio de la columna,
columna forma de pico y tiempo de
retencion
Lote de material

relleno de columna

Pruebas preliminares de inyeccion de
la muestra durante el desarrollo del

método y/o validacion

Establecer operacion dentro de
limites durante la calificacion del
instrumento, pruebas de aptitud del

sistema.

Uso de columna CI8 (5um) 125 x
4,6mm (Agilent ®)
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Tabla No 19. Matriz de riesgos para la validacion de capsulas orales de riboflavina.

son

Calidad del disolvente Deriva de linea base y ruido son Deriva de linea base y ruido
dependiente de longitud de onda dependiente de longitud de onda y puede
y puede afectar la forma del afectar la forma del pico.
pico.

limpieza

Picos de inyecciones previas - Establecer protocolo de limpieza

C. Base legal del proceso de validacion de métodos analiticos

La validacion de métodos analiticos farmacéuticos es un proceso critico para garantizar

la calidad y seguridad de los productos farmacéuticos. Desde una perspectiva legal, hay

varios aspectos especificos a considerar en relacion con la validacion de métodos analiticos

en la industria farmacéutica:

1.

Cumplimiento con regulaciones y pautas: En la industria farmacéutica, existen
regulaciones y pautas especificas que establecen los requisitos para la validacion de
métodos analiticos. Por ejemplo, la Administracion de Alimentos y Medicamentos
(FDA) en los Estados Unidos y la Agencia Europea de Medicamentos (EMA) en la
Union Europea tienen normativas detalladas sobre la validacion de métodos analiticos
en el contexto de la fabricacion y control de medicamentos. Cumplir con estas
regulaciones es esencial para asegurar la aprobacion y comercializacion de productos

farmacéuticos (Figueroa, 2019).

Documentacion exhaustiva: La documentacion completa y precisa de todo el proceso
de validacion es fundamental desde una perspectiva legal. Esto incluye la descripcion
detallada de los protocolos experimentales, los resultados obtenidos, los calculos
realizados y las conclusiones obtenidas. La documentacion solida respalda la integridad

y validez de los datos en caso de inspecciones regulatorias o litigios (Figueroa, 2019).
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Especificidad y selectividad: Los métodos analiticos en la industria farmacéutica deben
ser especificos y selectivos para el compuesto en cuestion. Esto implica que el método
debe ser capaz de diferenciar el compuesto de interés de otros componentes que podrian
estar presentes en la muestra. La falta de especificidad puede tener implicaciones

legales si los resultados no son confiables (Figueroa, 2019).

Precision y exactitud: La precision y la exactitud son aspectos cruciales en la validacion
de métodos farmacéuticos. La precision se refiere a la capacidad de un método para
proporcionar resultados consistentes y reproducibles, mientras que la exactitud se
refiere a la proximidad de los resultados a un valor de referencia conocido: Cumplir
con estos criterios es esencial para evitar problemas legales relacionados con la calidad

y seguridad de los productos (Figueroa, 2019).

Calibracion y estandares de referencia: El uso adecuado de estandares de referencia y
la calibracion adecuada del equipo son esenciales para la validez de los resultados
analiticos. La trazabilidad de los estandares y la calibracion regular son aspectos legales
importantes para demostrar que los resultados son confiables y rastreables (Figueroa,

2019).

Robustez y limites de deteccion/cuantificacion: La robustez se refiere a la capacidad
de un método para producir resultados precisos y confiables incluso frente a pequenas
variaciones en las condiciones experimentales. Los limites de deteccion y
cuantificacion deben ser establecidos y validados para asegurar que el método sea
capaz de detectar y cuantificar concentraciones bajas del compuesto de interés

(Figueroa, 2019).
Validacion continua: La validacion de métodos no es un evento Unico, sino un proceso

continuo. Los métodos deben ser monitoreados y revisados periddicamente para

asegurar que sigan siendo validos y apropiados para su propdsito. Los cambios en el
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método, el equipo o las condiciones pueden requerir una nueva validacion (Figueroa,

2019).

Los requisitos legales para la validacion de un método analitico pueden variar segun la

region, la industria y la aplicacion especifica. Sin embargo, a nivel general, existen algunas

pautas y regulaciones ampliamente aceptadas que pueden aplicarse. Algunos requisitos

legales y pautas comunes para la validacion de métodos analiticos pueden incluir:

1.

ICH (Conferencia Internacional de Armonizacion): El ICH es una organizacion que
establece directrices internacionales para la industria farmacéutica. Sus directrices,
como ICH Q2(R1), proporcionan orientacion sobre la validacion de métodos analiticos,
incluyendo parametros como especificidad, linealidad, exactitud, precision, limites de

deteccion y cuantificacion, entre otros (ICH, 1996).

FDA (Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos) y EMA
(Agencia Europea de Medicamentos): Estas agencias reguladoras tienen requisitos
especificos para la validacion de métodos analiticos en la industria farmacéutica y otros
campos relacionados, un ejemplo es la: Guidance for Industry - Analytical Procedures
and Methods Validation for Drugs and Biologics: Esta guia de la FDA proporciona
informacion sobre la validacidon de métodos analiticos utilizados en la produccion de
medicamentos y productos biologicos. Ofrece orientacion sobre varios aspectos de la
validacion, incluyendo la seleccion de métodos, la transferencia de métodos, la
especificidad y otros parametros, asi también la guia: Guideline on Validation of
Analytical Procedures: Aunque no es exclusivamente de la EMA, es desarrollada por
el Grupo de Trabajo de Métodos Analiticos de la EMA y aborda los aspectos clave de
la validacion de métodos analiticos en el contexto de productos farmacéuticos (FDA,

2015)

USP (Farmacopea de los Estados Unidos) y EP (Farmacopea Europea): La USP
proporciona orientacion detallada sobre la validacion de métodos analiticos en su
capitulo general <1225> “Validation of compendial procedures” y en el <1226>

"Verification of Compendial Procedures". Estos capitulos representan una fuente
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importante de informacion sobre la validacion de métodos analiticos en la industria
farmacéutica y otras areas relacionadas, la (EP) también proporciona orientacion sobre
la validacién de métodos analiticos en su monografia general <2.2.40> "Validation of

Analytical Procedures" (USP, 2018).

ISO (Organizacion Internacional de Normalizacion): Algunas normas ISO, como la
ISO 17025 (Requisitos generales para la competencia de laboratorios de ensayo y
calibracion) y la ISO 15189 (Requisitos para la calidad y la competencia de los
laboratorios médicos), pueden aplicarse a la validacion de métodos analiticos (ISO,

2017).

En la industria farmacéutica, la validacion de métodos analiticos es un requisito legal

crucial para garantizar la calidad y la seguridad de los productos. Cumplir con las

regulaciones y pautas, documentar adecuadamente el proceso de validacion y asegurarse

de la especificidad, precision y exactitud son elementos clave para evitar problemas legales

y garantizar la integridad de los datos analiticos (Figueroa, 2019).

Un aspecto importante para la parte legal, en los productos farmacéuticos es el requisito

del registro sanitario, los documentos y requisitos basicos:

1.

Solicitud de registro: Se debe completar y presentar una solicitud oficial de registro

sanitario, proporcionando informacion detallada sobre el producto y el solicitante

(RTCA, 2018).

Informacion sobre el solicitante: Se debe detallar las caracteristicas principales sobre
la empresa solicitante, incluyendo nombre, direccion, informacion de contacto y

documentacion legal (RTCA, 2018).

Informacion sobre el producto: Descripcion completa del producto farmacéutico,
incluyendo su nombre comercial, forma farmacéutica, dosificacion, presentacion,

indicaciones, contraindicaciones, efectos secundarios, etc (RTCA, 2018).
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Fabricante y Control de Calidad: Informacién sobre el fabricante del producto,
incluyendo su nombre, direccion y pruebas de cumplimiento con buenas practicas de

fabricacion (BPF) (RTCA, 2018).

Datos preclinicos y clinicos: Si es aplicable, se requerird informacion sobre estudios

preclinicos y clinicos que respalden la seguridad y eficacia del producto (RTCA, 2018).

Control de Calidad: Debes proporcionarse datos detallados sobre la calidad del

producto, incluyendo especificaciones, métodos de andlisis y resultados de pruebas de

calidad (RTCA, 2018).

Etiquetado y Empaquetado: Se debe incluir el etiquetado completo del producto,
incluyendo la informacion del producto, el empaque y el prospecto para el

usuario(RTCA, 2018).

D. Caracteristicas del equipo de cromatografia de alta resolucion “Agilent

1260 Infinity 11",

1.

Marca y modelo: Agilent 1260 Infinity II es una serie de cromatégrafos liquidos de alta
resolucion producidos por Agilent Technologies, una empresa lider en instrumentacion

analitica y cientifica.

Detector de fluorescencia: Este es muy usado debido a su alta sensibilidad y
selectividad. Es ideal para la deteccion de compuestos que exhiben fluorescencia
natural o que se marcan con etiquetas fluorescentes. El detector de fluorescencia de
Agilent 1260 Infinity II estd disefiado para detectar las sefiales fluorescentes emitidas
por los analitos después de la excitacidon con una fuente de luz adecuada (Agilent

Technologies, 2016).
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Alta resolucion: Este modelo cuenta con una alta resolucién esto se refiere a la
capacidad del sistema para separar con precision y distinguir componentes cercanos en
una mezcla compleja. Esto es especialmente util cuando se trabaja con muestras que
contienen multiples compuestos con propiedades similares (Agilent Technologies,

2016).

Sistema de bombeo: Este incluye bombas de alta precision y control que permiten la
inyeccion precisa de muestras y la generacion de gradientes de solventes para optimizar

la separacion cromatografica (Agilent Technologies, 2016).

Columna cromatografica: La columna es un componente clave en la separacion de los
compuestos en una muestra. Agilent ofrece una variedad de columnas cromatograficas
disefiadas para diferentes aplicaciones y tipos de compuestos (Agilent Technologies,

2016).

Software de control y analisis: Agilent proporciona software dedicado para el control
y analisis de los datos generados por el cromatografo. Este software permite configurar
los parametros de la corrida, adquirir datos, analizar resultados y generar informes

(Agilent Technologies, 2016).

Interfaz de usuario intuitiva: Este equipo cuenta con una interfaz de usuario amigable
que permite a los operadores configurar y controlar facilmente el cromat6grafo, ajustar

parametros y monitorear el progreso de la corrida (Agilent Technologies, 2016).

Sistema de enfriamiento y control de temperatura: El sistema de enfriamiento y control
de temperatura en el Agilent 1260 Infinity II contribuye a la estabilidad de la corrida,

esto permite para asegurar resultados reproducibles (Agilent Technologies, 2016).
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9. Conectividad y almacenamiento de datos: Este equipo ofrece opciones de conectividad
para la transferencia de datos y la integracion con sistemas de gestion de laboratorios
(LIMS). También cuenta con opciones de almacenamiento de datos a largo plazo

(Agilent Technologies, 2016).

E. Certificado de verificacion de desempefio del equipo.

Verificacion de Desemperfio
HPLC-VWD-RID AGILENT

SERIE 1260 INFINITY Ii
« »

APTO PARA SU USO
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CERTIFICADO DE VERIFICACION No. 0061

Pagnatdel
SstomaNo.:LQ 126 [Medelo: 1280 INFINITY II Focha: 21002023
lguipo: HPLC ~ VWD - FLD | Marca: AGLENT Técnico de Serviclo: Césayr Cna
Proxima focha de Verificacion | Marzo 2024
| Chente Labovatore Globe Quaiy
Dirwccibn ®m 17 5 San Jose Pinuls Emgresansd San Jose. Bodega 6
Teléfono _ Be4as333
Departamanio Laboratore Facoquimeo
_Resporsable Licencads Marco Remos
Modulo | Modele Numero de Serie
Unidad de Bomba Custemaria | G7111A DEALZDAZS4
Automuessroador GT1294 DEALGsBT
Detector VWO G7114A DEACX33178 i
Detector FLD GT121A DEAEJOS60S .
(= GT130A DEAECSH0T }
BONEA CUATERNARIA Modelo: GT111A No. Serle: DEALZD4254
No. | Parametro Configuracion Expocicaciones Resuftado
El rango de fuyo debe
0 comecatiements
Purgar la bomba a 1 mUin Jonto, of mokor 68 Pasa
1 |Funcdn ce Susssestro bomita gra femo.
Fup consderabie:
Pugar labomba o SmLmin | mante ragids, # mclor Pass
Dk de Domita gira rapkdo.
Aber vsheun crenage mienioas 0bar
2 |ndicador de Presion Cemn l':‘l;mmum Lo pressdn ee 0 2 1 Bor. pese
| Limie irfenicr 3 bar. cerrar v
veli do dranigs. sncerder um-:-ow.
bomba esperar hasta que la | despuis de 10 segun-
3 | Limvle do Prosiin MmO | i ses astatie y encima | dos fa bomea se apaga | ™
02 5 bar, aber vibiun de de- | sl
nae.
E&;u&wmwa: Cuando |a presien pase
mLMn, colotar Mpda &l bmis manmo de
4 | Limite de Presion Maximo | L cvasian s boma 88 Py
on la salda de o Bomba wpages iy
100mL
5 Exacitug de Fiugo Flujo de telimin por 1 min 10202m! Piv,
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CERTIFICADO DE VERIFICACION No. 0061

Py 7 e 3
DETECTOR VWD Modalo; GT134A |Ne. Berle: DERCKIIITE |
1 |Puncitin Auin Car ok Boktn Buld Cor AN & 1 ﬂq:-r:ih|
- |
AUTOMUESTREADOR Modeks: GT1284 Mo, fiare DEAEGEIRIT
Mo Pardmetns Duscripcitn Expacificacion Resulisde
ot 0 (041 0 ARt
e B
1 |Gweien g WSO ieing 138 pm como BTD. Bvee | MEDAmmaa% | OB
kit ol IS el Bampe e reten -
) 1mﬂihhlh:mu- —
el 30 o6 SEUL SN 38 28
3 | da e | e 128 e 610 b | REDAmaxzw | O1%
wae ¢ RED g ka8 dass di ke L
i il
W jEeta i wiv o 0 g
b | owens e inysaci WD [ K38 pem sopuatermrie ™ BN
. [H*T, EeIEIH TR L
Irrpecein o Sl dhiyarie pas posa
mishet rosiros oo cafeba. |
Hagiea inpuoismes e Pl i
4 |Linsmbcsd VINE) A8 Souskn 3 calena da Ré a0 0
136japm, I8lppm, HEppm | m=
s F4f s the 104l
- ;tm‘l‘“ﬂ de soluciin da caleing da & 1o
I | 1#5pp= mmms mussir o 1
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CERTIFICADO DE VERIFICACION No. 0061

Pigve 3w

... -— e

Precision de Inyeccion FLD

cidn

RED Asea < 2%

Preciaion de yeccidn FLD

Epcutar una sere 9o 5 in-
yoocknes de Bl de soly-
cibn cw ghicenns 15 ppm
como STD. Evaluar of
RS0 de lus sreas de los

Acarmeo de Inyecoidn FLD

RSD Arwsn < 2%

Ereos cblmridos
Epculir una sene & 8 in-
mn.himwoo-
B0 G ghiceding 15

ppm 2n-
yeockn de 10yl de -
YOG PR evithar naslos
de la

%

Roalizar inpecciones de
1054, e sobicidn de gh-
cerina de 5 pem, 10ppm.
1 2 Sppm

REz0%6

0 nyeccones o
de 1044 de sohucsin de
gcenna de 15ppm como

rematry

2%

Flema y sello de Cliests

Rkt
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F. Certificado del estandar de riboflavina

CERTIFICATE OF ANALYSIS
———__-_/

PRODUCT NAME RIBOFLAVIN(VITAMIN [3;)
MANUFACTURE DATE MAY. 24,2021 BATCIINO. 210524
EXPIRY DATE MAY. 24,2024  QUANTITY 50KG
TEST RESULT
—
ITEMS SPECIFICATION RESULT
. qllq o gc-)cl;ow 1 Complies
L SN ,cmlallnnc m\\dc‘r o “|‘ "
Identification Posilive, : Complics
Assay 97.05% ~1070% l 100.0%%
Specific optical rotation -115" 10 -135° -129°
Loss on drying 1.5% max 0.53%
Salphated ash 0.1% max 0.06%
AI73nm/A267am=0.31 0 0.33 Cosinlica
Absorbanse AH4nm/A26Tnm=0.36 to 0.39 P
Related Impurity A 0.025% max 0.019%
Sabitmees Impurity B 0.20% max 0.11%
Impurity C 0.20% max 0.03%
Impurity D 0.20% max 0.04%
U"spc,c ,'n“d 0.10% max Complies
impuntics 3
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QG. Adecuacion del sistema

Figura No. 5 Cromatograma de la primera inyeccion del estandar de riboflavina para la adecuacion del sistema

Single Injection Report

- Agilent
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Figura No. 6 Cromatograma de la segunda inyeccion del estandar de riboflavina para la adecuacion del sistema

Single Injection Report

- Agilent
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Figura No. 7 Cromatograma de la tercera inyeccion del estandar de riboflavina para la adecuacion del sistema

Single Injection Report

- Agilent
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Instrumesmi: Lk 124 Injprction dalon: 20E3-11-Z7 1247 3 1-06 00
Iiij. v bisivoi 20000 il Lecatian: Pi-A1
Ach, meshod; Ricolayvina FLD om Type: Sample
2] irg iz = Rabroll e i e Bample amouwn: 0o
[
53+
45H
i
2
35 i
5 w1 E
25 o
=
200H par
]
150+
L
5H
10
Tirna frird
Signak FLOAA Ex=450, Em=5Z3
e R prin| S Heaghl Peak Capmcity | Peek Tad P
Fracior Fracior Thacnatical
Flaiss LGS
Fazolbrars CEE F=ET] 148 1.5 14 HIEH S

Figura No. 8 Cromatograma de la cuarta inyeccion del estandar de riboflavina para la adecuacion del sistema

Single Injection Report

Data e 2030127 13043 1-06 -0 00 by
Bisuitrsa Hlir Riecllavine 37-11-20232023-11-27 Picjiet K Lo 134
1212140600
Sap ke name: S Riballavina Oparator: Gaman Eshandn Rodrigueez
Disaguss (A ala FO 002 )
Instrumen: Lo 124 Irjection dats: 20EI-11-27 1 30 Fe-0G 00
Irij. walusa: 202000 il Leszmtion: Fi-A1
#cn. method: Ribolavins FLO ama Typo: Zample
P irg e “Fatroflins ina. Sample amount: 000
55 H
530
430
43
g
15H i
5 1 E
25 -
=
200 —
o
150
¥H
=
]
Tirna jriny
Shgnal FLDAS Ex=450, Em=523
L] RT jrir] | Aras Hedghl Peak Capacity | Pask Tal Papk
Fracior Fracior Thacmatical
Flapss LGP
ol brana H.10 2476 148 1.5 '’ K




Figura No. 9 Cromatograma de la quinta inyeccion del estandar de riboflavina para la adecuacion del sistema

Single Injection Report

v Al SOE3-11-Z7 132125060001 D05 S
Seguance Mans. Ritollavina 27 -11-202330E3-11-27 Projeci Mama! La 124
A2 13-4 D0
Smmpln nama: Hd Ritslrainn ‘Opmminr: Coarrran Estusrcn R ues
Dimgens |Araksin FO I)E'I:l
Irstrumaenk (= b Injecsice date: 21127 10 AR
Inf. wol uma: 20000 pl Locatan: 1A
dog. M thod: Ritollavina FLD. e TaEea: Eample
IF ] N (1L Semple amouni 0,00
Ly
Loty
Bl
A
E
G %
e
2 =2
=)
=
e} =
1201}
10e-]
£
I3
Tiren =]
Signal: FLOM A Ex=a53, Em=528
[ EETmln] R a1 Paak Capaaty | Poas Tad Fraak
Facia Paciar Thazisical
Flaness LIEF
Fatadkros B11 Pl e 15 va AR E

Dharta Ml I0F3-11-27 133847 D00 D06
gk Mo FRizollawiva 27-11-70233023-11-27 Projeci Maimi: Ld 134
12-12-94-DE-00
Swmpln ruma: S Riballiena ‘Opmrator: Gariran E slusrcn Rodrgues
Dimgpnz |Anaksin FO M)
Imstrumaent- L1 Injeciicn date: 2MF11-2T 132050600
Inj. wodumi: 20.000 pL Location: P41
By, mathod: FRizollasina FLO.ame Tyesa: Eamphe
P ing it *Riibar i Sample amount 0.0
Loy
i
i
o :
- =
3 * i
- :
oo —
ad
150
100
=
i
Teen e
Sigrul: FLOMA Ex=450, Em=£28
Timrer TFrimei] mema | Fesie | Pase Capaty | Poas Tal | Poas
Faciar Pactze | Thacrstesl
Flows UEFP
Fatadlnana B0 281 e 15 14 RS
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H. Especificidad

Figura No. 11 Cromatograma del estandar de riboflavina para la especificidad

Single Injection Report

. Agilent

Data file: 2023-11-04 01-05-24-06-00-24—001 dx
Sequence Name: Hiboflaving 03-11-20232023-1103  Project Name: L 124
15-00-29-05-00
‘Bample name: Eid Ribollavina Cal DOperator: Genman Esuando Rodigues
Diaguer [Analista FO 004)
Instrumant: [y b Injection date: F0EI-1-04 01005310600
Inj. wolume: 20.000 pl Location: P4-B3
Al reethad; Fabollevinag FLD.amx Typs: ‘Calibraton
Processing method: *Ribaflavina. pmx Sample amount: 000
=50
Sirry
450 ]
&
400+ 3
2901 &
(%]
= =
i
250
FMHH
1504
10
£
H H ) H H & T [ 1 0 1 12 13 14 15
Tima [min|
Signak FLD1A Ex=450, Em=528
| Mame |m [min) | ) | Height |
| Riboflavina |BEE | A& | FEE] |

Figura No. 12 Cromatograma de la muestra de riboflavina para la especificidad

Single Injection Report

Agilent

Data fila: 2022-11-04 04-46-86-08-00-31 dx
Sequence Mame: Riboflawina 03-11-202320223-11-03 Project Mame: L 124
16-D0-29-DE-00
Sample name: Mutrison Cap, LESTIOTT Mx Operator; Garman Estuards Redrigesz
Dieguez (Analsta FO O004)
Instrument: L3124 Injection date: 20E3-11-0 D46 520500
Inj. vollurme: 20.000 pL Location: FP1810
Acg. method: Ribroflavina FLD.amx Type Sample
Processing mathod: “Riboflavina.pme Sample amount: n.oo
s
s001 2
Aa50 %
A0 o
aso] ]
3 3] T
250+
20
15
1
3+
1 3 H 3 4 1] 5 10 kR 1z T 11 5
Time [mn|
Signal: FLO A Ex=450, Em=528
[ Mame | | Area Heagnt |
| Rballavina | ESE] 1 aree | 200 |
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Figura No. 13 Cromatograma del placebo de la muestra de riboflavina para la especificidad

Single Injection Report

- Agilent

Deasa fllo:
Soguenos Mama:

Sarmpl e nam:

Instrument:
I wollurmae:
funige mothod

Processing method:

2023110 05 SE00C0E- 00 35, di

Ribaflavina 03 -11-20232023-1103
18 -00-2a-0E-00

Hutrizon Cap. Plcebo

LG 124

20,000 L
Rivbodavina FLO.amx
"Ritclavina o

Project Mamse:
Ciperaton

Injectban dabe:

Sample amount:

Loy 124

German Esluardo Rodrigues
Drissguese [Analsts PO 00d)

2023-11-04 05:55:07-046:00
P1-C2

Sample

o.o0

EEREREERERE

Single Injection Report

Dnarta fille: 20230830 B0-33-2406-00-F3 dx
Sequenco Mame: Rinoflaving Fpa 02302308029 Project Name: L 12e
15-08-31-06-00
Sample name: Fase Mavil Dparatorn Garman Eshiarda Rodrigusz
Dieguez (A lata FODO04)
Instrument: L1124 Injection date: 030830 00033 310600
Inja volume: 20,000 pl Location: P1-Ci
Ao mesthod: Riboflavina FLD amx Type: Sampls
Pre ing hod: “Rivoflavina. prmx Sample amount: 000
B
EE
500H
EL
400H
35
I 3iH
B 25
200
5
o0
L
H 2 3 H H [} T H [ i Y 1z 13 B 15
Tirwe: [min]
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Figura No. 15 Cromatograma del diluyente en el sistema de validacion de riboflavina para la especificidad

Single Injection Report

- Agilent
Data fila: 20231104 07-03-20-08-00-35 dx.
Seaguence Mame: Fipoflavina 03-11-20232023-1103 Project Namea: L 134
15-00-29-DE-00
Bample name: Diluyanta Ohperator: Garman Estuardo Rodrigeez
Dieguez (Analsta FOQ O0D4)
Instrument: L 124 Injection date: 20Z3-11-Dd 07 :03: 2 5-05-00
Inj. velurme: 20.000 k. Locaticn: P1-CT
Acqg. mathod: Riboflavina FLD.amx Type: Sample
Processing mathod: “Riboflavina.pmx Sample amount: 0.0
a5
M
A5
RIS
5{H
3 By
25
20Hr
15{H
1HH
5iH
i ) L) H 1 & ] [ 10 EX] 1z EE T 5
Tirme [min|

I. Linealidad del sistema

Figura No. 16 Cromatograma de la primera inyeccion del estandar de riboflavina al 50% para la linealidad del

sistema

Single Injection Report

Agilent
Data file: 20221103 170084105 0002 cw
Bequence Mame: Rivoflavira 03-11-2023202511-02  Project Name: L 124
1500 e
Bamphe name: LS Ribofavina 509 1 Ciperator: German Estuardo Riodn
Dueguaz |Analista FO b

Instrument: LG 124 Injection date: IO2I-11-00 1T FOE00
Inja wolume: 20000l Location: Pi-A2
Ao, method: Riboflavira FLD ams Typa: Sarmp ks
IF 51 A pms Sarmple smournt: (KR ]

EL L

S0iH

ATH

40

35+

= 300 2

v %

iy (1

e _%

1o w

. A

1 ] 1] H & [] ] [] ] W L] 12 13 12 15
Tims jrin|
Signak FLD1A Ex=450, Em=528
H o RT [min] Arna Haighl
Fabecfjarans 5.11 106 &l




Figura No. 17 Cromatograma de la segunda inyeccion del estandar de riboflavina al 50% para la linealidad del

sistema

Single Injection Report

- Agilent
Dt Fille: 2023-11-03 172544060003
Sequence Name: ;Hbcrﬂaun: D‘BT]:H—EmDQS—H—ﬂE Project Hame: L 124
O0-Za-06-0
Earrple rama: L= Ribodarvina 500 2 Ohperator: German Estuarda Rodrigues
Disgueear {Analsta FO Ol

Instrument; L 124 Injeciion date; 20231105 17T-25:51-06:00
Inj. wolume: 20,000 pL Location: P1-fz
Acg. mathod; Fitaflavina FLO.amx Ty@e: Sample
Pr =Rk LNy Samplke amount: [EEa )

e

[

A5

400

1

=t i

20 E

0 =

1 _':_

10 i

1 =z a - =5 B T a a " m 12 k] 14 1
Thirre i)
Signal: FLD1A Ex=450, Em=523
1 Faamo |RT iminy | e | Haigm |
1 Fiboavina ]5.11 | 1085 | B0 |

Figura No. 18 Cromatograma de la tercera inyeccion del estandar de riboflavina al 50% para la linealidad del

sistema

Single Injection Report

- Agilent
Draris Fille: 20231 1-03 1 T-4Z-A8-DG-00-0u e
M i ina 0-11 21103 Project Mame: L 124
NS00
Sample nama: L= Riboflarvineg 505 3 Operatar: Germsan Esluands Rodrigues
Duizrg e Jfrabsta FO 004 |
IrskErurmant:; Lo 124 Injection date; FO2I-V1-0G 1742550500
Inj. wolume: 2000 pl Location: F1-52
FAog, method: FRibaflavina FLD.amx Tyme: Sample
Procassing meathod: “Febaflaving. pens Samgle amount: 0.0n
M
2o
Ay
o [
1o
=
= M E
- 3
inH o
1501 =
1 1=
1 2 3 2 ] B ) a " 11 12 13 " 15

Signal: FLD1A Ex=450, Em=528
I Feama JRT [mini | ) | Heagtn |
| Fibalaving |5.1 1 |_ 10=0 J ) |
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Figura No. 19 Cromatograma de la primera inyeccion del estandar de riboflavina al 75% para la linealidad del

sistema

Single Injection Report

Drata Fille: 20231103 17-58-51-06-00H05. dx
Sequence Mame: ;H'lbcrﬂuuha 0‘3311-2m2nc23-11-0:; Froject Mame: L 124
Sl mama: L= Riboflareina 75% 1 Dhperatar: Germsan Estuards Rodrigues
Dieguer {Anaksta FOy 004}
Imsbrumanl: LCF 124 Injactinm dabe: FOZI-A1-0E 17 50 S5-06:00
Irja wolume: 20300 ul Locaticon: P53
Ao mothod: Ribaflavina FLO. amx Typa: Sample
Frocassing msathod; “Rib=allavina.pmx Sampke amount; (=l
Ern
iy
Anar
A
- ;
5 2N ]
E6IH (=
Ey _g;
1501 o
1
Loy
i .- i ] [ L] v & e 19 12 RE] 14 5
Tirvas [minn]
Bigmal: FLO1 A Ex=250, Em=5248
I Fusarme JRT [min] | iresa | Hedgm |
I Faballavins |5.11 l 1665 ] 135 I

Figura No. 20 Cromatograma de la segunda inyeccion del estandar de riboflavina al 75% para la linealidad del

sistema
Single Injection Report -
Agilent
DCrata fille: 20231103 18-1E-55-06-00-08 s
Sgquence Mame: Ritaflavina 03-11-20232023-11-03 Project Hame: L 124
AVS00-Z-085-00
Sarrple ramae. L= Riboflarvina 75% 2 Operator: German Estuards Rodrigues
Diagues {Analsta FO 00}
Instrument; L 124 Injection date: 2023-11-0G 181 7:01-06:00
Inj. wolume: 0000 pl Location: Fi-A3
Acg, mathod; Riballavina FLD.amx Tympea: Sample
Frocessing method: “Fiballavine. pmx Sample amount: 000
5
S
A4BH
40
ET B
=
3 o =
- Ty 'E
E -3
00 ol
16 el
100
s
H 3 3 H 5 [ ¥ [ a [t i) a2 13 T4 £
Tirre [min]
Sagnal: FLD1A Ex=450, Em=528
1 rame RT [min] | Area | Haight |
1 Fabollavina 5.11 | 1663 | 127 |
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Figura No. 21 Cromatograma de la tercera inyeccion del estandar de riboflavina al 75% para la linealidad del

Single Injection Report

Agilent

Dt Fille: 20231105 18-33-56-06-00-07 e
Sequence Hame: Ribaflavina 00-11-20Z320253-11-03 Project Hame: L 124
A S-D0-Z8-06-01F
Samgls name LS Riboflanins 75% 3 Dperator: Germesan Eslua s Rodrigues
Diegues {Anabsta FO 004}
Inskrumant; L 124 Injection date; SOZ-1-0G 1B 34,005, 00
Inj. wolume: 20,000 ul Location: P1-53
Acg. mothod: Ribaflavina FLO.amx Type: Sample
Pr "Rk Nty Sampks amount; (KR
iy
=0y
Az
Rl
104 B
= 300 E
=
E5H &
EO =
RE ud
10
Lo s
i 3 L] [ [ [ [t 12 13 1 15
Tirvas [Eriri]
Signal FLD1 A Ex=450, Em=528
I s JRT [minj | ) | Heagm |
| Ribolaving |s.1 1 l 1664 ] |
sistema

Figura No. 22 Cromatograma de la primera inyeccion del estandar de riboflavina al 100% para la linealidad del

sistema

Single Injection Report

Agilent

Dt Fille:

2023-11-0F 18-50-50-06—- 0008, e

Sequonce Hame: Fi ima 0r3-11- 2311-03 Project Hame L 124
ASL0-Fa-08-00
E-amaode naimae L= Riboflaeinea 100% 1 Operatar: German Estuanda Rodrigues
Dieques (Analsta FO 00D}
Instrusmant: L 124 Fijaction data: 23103 1851050500
Inja wolurme: 200000 ul Location: Fi-Ad
#Acg. mothod: Ribaoflavina FLO . amx Type: Eample
Pr °F - PR Sample amocunt: (=R 1]
e
=
EL
Ar 1=
2 %
5 0 =)
250 =
2 =
180
1
S
1 . 3 L] ] B ¥ ] 1) 11 12 13 1 16
Tirvas frai]
Signal FLDM A Ex=450, Em=534
I Feama JRT [min] I Aresa | Hesgr ]
I Fibalavina |5.11 l z2a1 J 17 I
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Figura No. 23 Cromatograma de la segunda inyeccion del estandar de riboflavina al 100% para la linealidad del

sistema

Single Injection Report

Drarts Fille: 20231103 18-08-D0—0E—00-0r3 i
Soquonce Mame: ;Pnh- D‘BT]:H EI20E3I-11-02 Project MNaemes: Ly 124
SO0-Z0-05-0
Earepde rama. L= Riboflarsina 100% 2 Dperator: Serman Estuards Rodrigues
Cissgueee { Analsha FO O}
Insbrurmens; L 124 Injection dabe: E02 31 1-0G 18008 O7—0G D0
Inj. wolume: 20,000 pl Location: Fi-fd
A mebhod; Fabaflavina FLD.ame Tyma: Sample
Pr ~Fib=a na_penx Sample amount: oo
25204
com
A5
4 B
am0} B
5 oo =
T =2
200 =
A0
10
S
i
1 a a - L] 5 T a a2 " 1M 12 1 14 m
Tome min]
Sigmall: FLD 1A Ex=450, Em=523
1 Fameo |RT (miny | Area | Haig |
1 Fibof avins 511 | =TT | 170 |

Figura No. 24 Cromatograma de la tercera inyeccion del estandar de riboflavina al 100% para la linealidad del

sistema

Single Injection Report

Agilent
Dt Fille: Z023-11-03 18-25-02-06-00- 10
Sequence Mame: FRibaflavina 05— 11-20&3202311-03 Project Name: L 124
VSDO-ZF-05-00
Sample nama: L= Riboflaing 100% 3 Operator: German Estuanda Rodrigues
Duegues {Anaksta FO 00D}
Instrurmant; Lo 124 Injaction date: FQ23-11-0G 158 250505 00
Inj. volume: 20,000 uL Location: Fi-84
Acg, mothod: Ribaflavina FLO.amx Type: Sample
Pr “F - Sample amount: DNE
e
200
Az
A0 B
=
a4 =
B
3 3 =
S -
20 =
181
1
s
]
H Z 1 ] ] ] tl a L] " ] 12 13 18 15
Tirvaa fein]
Signal: FLDA Ex=450, Em=528
I Faarma JRT i | Area | Heagm ]
I Fibalavina |5.11 l Z2a5 J 170 I
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Figura No. 25 Cromatograma de la primera inyeccion del estandar de riboflavina al 125% para la linealidad del

sistema

Single Injection Report

Agilent

Drats fille: 2023-11-03 184201060011 .=
Sequence Name: ;H:bcrﬂuuha I:I‘EB11-2I}¢&2II23-11-€|3 PFroject Hame: LG 124
Samole name L3 Riboflawina 125% 1 Operaior: German Esiuardo Rodrigues
Dueguez (Anabsta FO 0}
Insbrumeant: Lk 124 Injection dabe: FO23-11-0G 1542080500
Inj. wolume: 20,000 uL Location: F1-85
HAuocg, mothod: Ribaflavina FLO . amx Type: Eample
Pr “F Neiy by Samgale amcunt: [ERalH)
Ly
e
A _g
an] E
el E
5 00} 2
26iH wi
20
150
100
0y
L
i 2 L1 ] [ ] ] [+ 1 12 RE] % 6
Tiresa &l
Eignal: FLD A Ex=450, Em=528
I Fearme RT [min] | uress Heagm
| Fibolavina E.H l T J T |

Figura No. 26 Cromatograma de la segunda inyeccion del estandar de riboflavina al 125% para la linealidad del

sistema

Single Injection Report

Agilent

Dot fille: 20231103 185002060012,
Sequence Name: ;Pnbcrﬂaun: m;}n_zmzuza.n.aa Project Mame Ly 124
SO0
Bameds namsa L= Riboflanwina 1355% 2 Tperator: German Estuanda Rodrigues
Diagues {Analsta FO OO0}
Instrument: L 424 Injesciion dabe: 20231103 18050000600
Inj. wolume: 20000 pL Location: [ Bt
Ao, mathod; RibEaliavina FLD.am Typa: Sampla
Processing method: *Riballavina. pnx Sampls amount: [l led
S50
=00
A4BH
40 E
o 3
ER =
2z e
F00
15
1004
S
Ly
1 = a - 5 L] T a £ " " 12 AR 14 1
Tarve [min]
Higmal: FLD1A Ex=4250, Em=5Z8
1 rMame |RT [ming | Area | Haoig |
Fibolavina |5-11 | ECCE | 218 |
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Figura No. 27 Cromatograma de la tercera inyeccion del estandar de riboflavina al 125% para la linealidad del

sistema
Single Injection Report - .
- - Agilent
Drarts Fille: 20231103 20-1 603060013 .
Sequence Name: Ribaoflavina 06-11-20232025311-03 Project Hame: L 124
WSDO—Fa-05-010
Eample nama: LE Riboflawina 125% 3 Dperatar: Serman Eastuands Rodrigues
Ciegues {(Anaksta FO 004}
Imskrumani:; L 124 Injection date: F023-V1-0E 200 16: D066 : 00
Inj. wolume: Z0UT00 ul Location: Fi-AasS
Auog. method: Ribaflavina FLD.amx Type: Sample
Frocassing msathod: “Ribsallaving. s Samplke amocunt; [=Fali]
Ly
=N
Az _g
ADa %
3 =4
= o0 =
= -
250 i
e
1504
Ry
Loy
0
1 L 1 - [ [} a ) 11 12 12 1 15

Ll 4
Tiresa jein]

Sigmal: FLO A, Ex=450, Em=528
I [T JRT [y | ) | Hea g
| Fabalavina |5.12- |_ ZAAS J 216 |

Figura No. 28 Cromatograma de la primera inyeccion del estandar de riboflavina al 150% para la linealidad del

sistema

Single Injection Report .
Agilent
Draria Fille: 20231103 20-33- 03060014 ds.
Sequence Name: Fiboflaving 03-11-20232023-11-03  Project Mame: Ly 124
AS-DO-ZR-05=-T0
Eamgle nama: LS Riloflarsing 150% 1 Dperatar: German Ealuands Rodriguese
Duegues (Anabsta FO OG04}
ImsErumant; LCx 124 Fjaction date: 20231103 20 330806 00
Inj. wolume: 20,000 pL Location: Fi-A5
Acg, mothod: Ribaflavina FLD. e Typa: Sample
Processing method: "Ritsoflaving. pmx Sample amcunt: [ER
e
=1 )
s
am B
&
Ly a
3] -
= 3 =
=
26
e
150
AL
oY
]
1 2 3 ] [ & tl [ i) o 12 13 1a 5
Tt [Eain]
Signal: FLDM A, Ex=450, Em=5248
I Feama RT [min] | e | Heigm |
| Fibolavina 5.11 l 3504 J PE |

&9



Figura No. 29 Cromatograma de la segunda inyeccion del estandar de riboflavina al 150% para la linealidad del

sistema

Single Injection Report

- Agilent
Dravta fille: 20231105 20-50-0a-06-00-15.
Sequence Hame: ;Hbcrﬂﬂun: D‘B;ILE[I.‘HED..‘ZS—H-‘]E PFroject Hame: L 124
S-00-20-06-0
Barmple rama: L= Ribofsrsing 150% 3 Operator: German Estuards Rodrigues
Diagques {Analsta FO O}
Irstrurment; LG 124 Injection date: H023-11-03 20050 10-06.00
Irj. wolume: 20,000 ul Location: PG
AC. method; Ribaflavina FLO.amx Typa: Sampla
Processing method: “Ritsallaving. pens Sample amount: oo
250
S0
AR %
Al g
28] =
g 3o =
a0
T
A6
A0
S
i
1 a a L] ] 1] T a a2 " 1M 12 13 AL =
Time: [min]
Sigmal: FLD1A Ex=450, Em=528
| Hama IHT [minj | Area | Haaghit |
1 Ribofavina J5-11 | 3609 | 252 |

Figura No. 30 Cromatograma de la tercera inyeccion del estandar de riboflavina al 150% para la linealidad del

sistema

Single Injection Report

Agilent

Drata Fille: 20231103 21-07-J«-0G-00-18. f.
Sequence Name: Ribaflavina 03-11-20&320253-11-03 Project Name: L 124
1 1
Samgle nama: LE Riboflavirea 150% 3 Operator: German Estuardo Rodrigues
Dieguer |Anaksta FO 004}
IFabrurmant: Lk 124 Ijactiam dabe: 210G 2107110500
Inj. wolume: 20,000 pL Location: Pi-AE
Aog, mothod: Ribaflavina FLO amx Type: SEample
Frocessing meathod: “Riballaving. pmx Samgplke amcunt: =Rl
Ly
i =
)
Ay %
A0 o
1 o
= 30 =
3
250
2
150
Rleis
=y
L
1 2 1 & [ B [ [+ 11 12 13 1% 16
Tirvna [Eai]
Eignal: FLD A Ex=250, Emm=528
I Pearma JRT [min | Bres | Heagnl 1
I Ribalaving |5.11 |_ a507 J PET |
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J. Linealidad del método

Figura No. 31 Cromatograma de la primera inyeccion de la solucion de riboflavina al 80% para la linealidad del

Single Injection Report

método

Agilent

Data file:
Sequence Mame:

2023-11-2T7 14-13-00-05-00-02-r001.dx

Ribcflavina 27-11-20232023-11-27

12-12-14-06-00

FProject Name:

LG 124

Samgple name: LM Riboflavina 8i0% 1 Operator: Serman Estuardo Rodrigues
heguez (Analista FO 004)
Instrument: Ly 124 Injection date: 2023-11-27 14:13:07-06:00
Inj. volume: 20.000 L Location: P1-az
Aco. method: Ribxoflavina FLD arme Type: Sample
Processing method: *Riboflavina. pmx Sample amount: 0.00
550
500+
50
a0
50 E
3 2007 -
250 §
A0 =
150+ s
100
50
1 2 3 ] 5 E ¥ [ a i 11 12 13 14 15
Tima |min]
Signal: FLDOMA Ex=450, Em=528
[ ) JRT ming | Area Haight |
| Riandlavina | EEE [ 2027 [ G |

Figura No. 32 Cromatograma de la segunda inyeccion de la solucion de riboflavina al 80% para la linealidad del

Single Injection Report

método

- Agilent

Data file:

Sequence Name:

2023-11-27 14-47-11-06-00-03-r001.dx

flavina 27-11-20232023-11-27

12-12-14-06-00

Project Mame:

LG 124

Sample name: LM Riboflavies 805% 2 Operator: German Estuardas Rodriguesz
Dheguer (Analista FO 004)
Instrument: Lo 124 Injection date: 2023-11-27 14:47:19-06: 00
Inj. wolume: 20,000 plL Location: P1-a3
Acg. method: Riboflavina FLD amx Typa: Sampla
Processing method: “Riboflavina. pmx Sample amount: .00
550
500+
50
e
350 =
= 3004 &
2504 g
20 =
1504 =
1004
50
H 3 3 A 5 & H B E o 1 1z 13 14 15
Time [min]
Signal: FLD1A Ex=450, Em=528
[ Mama | I | Area | Haignt |
| Faollaving | CEE | 2057 | IREd ]




Figura No. 33 Cromatograma de la tercera inyeccion de la solucion de riboflavina al 80% para la linealidad del

método

Single Injection Report

- Agilent
Daka fillo: DOE11-2T 1521 -1 9-08-00-0- il dx
Soguenct Mamo: Ribcilavina 27-11-20233023011-27 Frofect Hamo: L 124
12-12 -0 0600
Szl i s L% Fabollersires 805 X Chpserator: Garman Estuamdo Rodnguss
Diaguas (Analsta F00<4)
Irestrumang: LG 124 Ijection detn: FI-11-27 1530 20-06:00
. wollume: A0 00Dl Locatian: Pr-ga
S methed; Ritoflgsina FLD am= Typa: Hampl=
P ] hod ‘Faboil T Sample amouri: (X
EELH
ELde
45T
4L
150 =
5 o :
FEY =
il =]
1508 s
1085
e
1 H 1 H = H T : B o Ei] 12 13 14 =
Tirns [wsia]
Sagnak FLD 1A, Ex=450, Em=528
Hame BT [rrand Bran Humght
Akadlasma 212 a0 1T

Figura No. 34 Cromatograma de la primera inyeccion de la solucion de riboflavina al 100% para la linealidad del

método

Single Injection Report

Cakn file: DEF-11-2F 1555 -2 080005 ril0  d
Sogusnce Hamo: Ribofloving 27-11-202320023-11-27F Progect Hamo: L 12
12121 0600
Samede noso: b Fabollaraices 100%: 1 Chpeabar: [ E: i
CiRgues (Anajsia FO 00)
| S T B Lo 124 Ijection dato: F0EI-11-27T 1555330600
| S T 20000 el Locatian: Fi-as
Serg, mrvet b Ribcflawing FLD.ams Ty paac Bamplks
e SBampls armaue: .00
prn
=00m
4m0m
400n
ss0 E
g ol %
FE ;
oo P
1500
100m
=0m
1 3 3 4 1 H - [ 10 £l 13 TE e i

Sagnal FLO 1A Ex=450 Em=525
I e FT [rreny] 1 ey et |
| Fiballasinn 612 | FAnT | 140 |




Figura No. 35 Cromatograma de la segunda inyeccion de la solucion de riboflavina al 100% para la linealidad del

método
Single Injection Report d =
- Agilent
Draks fille: B 1-27 1620 -0 D d e
Soguence Mame: Ricoflasing 27-11-202320275-11-27F Progect Mame: L 124
12-12-84-06-00
Samgple namao: L&A Fibollssires 1005 F Chpmeatar: = E: i
Chaguer (onalsta FO 00
Becsdrurma g Lo 124 Ijpection caia: S0E3-11-F7 1& 2380611
B wellurmea: 0 0D Lesatian: ]
Fuseg, ervebessd: Ribcflawina FLDO.ams Typa: Sampks
e, P Sample armausd: Lo
e
S
4 2w
40" E
3504
= e §
- =
6L =
=
FOde E
R
10
=D
1 3 a 4 3 [ + ] [ E) 11 1z 13 14 15
Tna [wua]
Ssgnalk FLD1 & En=45F EmM=525
[ HMane | GRECE I | Ao I Hesghi ]
| Ribolavinn |50 ]| 237 | == |

Figura No. 36 Cromatograma de la tercera inyeccion de la solucion de riboflavina al 100% para la linealidad del

método

Single Injection Report

Agilent
Data filo: BOE11-27 17-03-33-00-00-0 F-rii . dw
Soquence Mamo: Ricflaving 27-11-20232302311-27 Project Mamo: Lid 124
12-12-14-08-00
Szl e nisia: L8 Faboflaraire 100% 3 ‘Chperatar: Garman Estuardo Rodnguss
Cinguas (Analata FQ 00
Iestrumant: LG 124 Injection dtn: HFI-11-27 17:03:42 -06:00
I wollume: 200 000 Locatian; P1-aT
oo method; Riboflavina FLD . am= Typa: Hample
] ' hosd *Faboilerire. prms Sample amourd: [ELE ]
EEL
Elid
A5H
40Hm
180m %
304
: FEL =
5
007 w
180
o
B
1 H 1 H H H T : 1 ] Eil 1 12 14 =
T [mia]
sagnak FLD & Ex=450, Em=528
Hame R [rranj Aran Humght
Atscilivnn 8.1 F= 152




Figura No. 37 Cromatograma de la primera inyeccion de la solucion de riboflavina al 120% para la linealidad del

método

Single Injection Report

Daka tille: DEEI-11-2F 17-37F 26 -00-00-08- 0. d
Soguence Hamo Riboflasinag Z7F-11-202325022%11-27 Fropect Hamo: Lo 124
12-12-va-06-00
Sarmple nase: L&A Fabaofleraires 120%: 1 Chpesrabor: Geman Estuando Rodrigoss
Ciaguaz (AnalEta FO 00d)
Brestrumand: Lir 124 Frjection cetn: FIEI--ET AT IV A4 40601
i wollume: 200000 el Locatian: P1-50
A, rmetheed; Riboflavina FLD. ams Typs: Sample
FProcos=ing mesthod: “Fabollersires, pame Hampls armourt: [N IS
EELH
ELH
A5I
A 2
120 =
=2
=g =
220
- g
184
104
S
H H 3 H = H T : & o Eil 12 = 1+ =
Tirna [nis]
mrlll: FLO & Ex=4E0, Em=5a8
| ETal) IHT [rrany I Aran | Humohl |
| Aibollasine IHM l ] | 17 |

Figura No. 38 Cromatograma de la segunda inyeccion de la solucion de riboflavina al 120% para la linealidad del

método

Single Injection Report

Craea tlle: DOZR-11-2F 1811 32 -00-00-08- 00 dx
Sequence Mamo Riboflavina Z7-11-202320731 1-27 Froject Hamo: L 124
12-1 2 -0 -08-00
Sanmle nasa: L8 Faboflersires 120% X Chsrabor: E Rodri
Cinguar (Analsia FOO0)
Bestraimand: Lo 12 Frjection cete: FOFI-11-27 18 11500600
B wollume: 20 00 el Locatsn: Pi-Ag
Fucge rrverthecd Riboflavins FLD ams: Typa: Sample
B AT Sampls amourd: (el i)
EELe
Bl
A5
400 2
320+ %
3 oo :
az0 E
2004 ¥
1804
100
Bl
1 2 a H = - T = o b 1z [E] 1% =
Twss [ra]
sagnak FLOMA Ex=a45, Em=5258
| e | ] Aran | Husgin |
I Aballavea |am I =052 I =] I




Figura No. 39 Cromatograma de la tercera inyeccion de la solucion de riboflavina al 120% para la linealidad del

método
Single Injection Report ] .
- Agilent
Dacs fillo: BOER-11-2T 18-a5 50 -08-00- 10- re . dx
Soguonct Mamo Ritcflawina ZF-11-202323023%11-27 Profeci Ramo: L 124
1212 -0 -0
Sl rval s rsie LA Faboflareines 12305 & Chpesrabar: Semman Estuardo Rodriguss
Chaquas (Analsta Fo o)
Brstrumane: L 524 Irjmctinm clwtn: FOFI-11-F7 1 45:58-06: 00
B wollume: 00 0T el Lecatian: P -sn0
A rothod: Riboflasina FLO am= Type: Sample
Froces=ing rmrethoa: Fabollereires pams Sampls armourt: O
e
B
AR
A =
=
3= 'E
o=
Elh -
220 =
=]
2o
T
e
S
H H H H H H T : - o T 12 13 1 15
Tirss [rea]
Sagnalk FLO & Ex=d420, Em=E2E
| CTaT IHT [rrany I A | Husgit |
| Rizadlavina IE.1|:| I = | = |

K. Precision intermedia

Figura No. 40 Cromatograma de la primera inyeccion del estandar de riboflavina para la precision intermedia del dia

Single Injection Report =
- Agilent
Data File: 20231103 Z1-Z24~05-06-00-1 7001 .dx
Seguence Mame: Ribodlavirm 053-11-20232035311-03 Project Mamme: Lo 134
15-00-28-06-00
Sample name: Sid Ribaflavina Cal Operator: Garman Estuardo Rodrigusse
Diegues {(Snalista FCO G049}
Insbrusment: Ly 124 Injection date: S0EI-103 213801 206000
Inj. wollume: 20,000 pL Location: F1-A7
e method: Ribedlavira FLD ams Typea: Calbratian
Processing methad: “Rboflavina pmx Sample amount: 0.0
550
so0-
s 2
g
atn-]
EES "
= 300 =
= =
s ¥
B
-
o]
-]
o
1 ] 3 a4 [ & ) L] [ 0 1 12 13 T 15
Tormee: i
Sigmal: FLD9A Ex=a50 Em=528
Hame | T | Area | Heig |
I Ribofaving | ESES | SO | I |




Figura No. 41 Cromatograma de la segunda inyeccion del estandar de riboflavina para la precision intermedia del

dia 1
Single Injection Report . e
L = : - Agilent
Datm Fike: 20231103 Z1-41-06-06-00-17rD02.dx
Sequence Mame: Riboflavirm 05-11-202 320331103 Project Mame: Loy 124
15002806000
Sample name: Sid Ribaflavina Gal Cperatar; Garman Estusardo Rodriguss
Dieguas {Mnalista FO 004)
INStrsment: L 124 Injection date: BOE3-1 13 2141 01 308000
Inj. wvodunme: 20000 pl Location: F1-a7
Aoy metheod: Ribodlavirm FLD. amrs Typeac Calbraban
Frocessing method: *Riboflasing jpma Sample amount: (e s
b
EE=
S|
2z 2
p— =
EL E
=Jhsad =
s o]
o]
1.2
o]
e
E] 3 3 E [ & T H L] a0 11 12 13 wL 15
Tame jmin|
Signal: FLD A Ex=450 Em=525
I Fame |RT Imie1 | Area | Heignl |
Il Riboflavine | EEE 1 e | 238 |

Figura No. 42 Cromatograma de la tercera inyeccion del estandar de riboflavina para la precision intermedia del dia

1
Single Injection Report -
L e - Agilent
Data Fike: 2023F11-03 21-58-05-06-00-17—DI35.dx
Sequence NMame: Riboflavira 0531 1-20232023-11-03 Project Mame: Lo 124
1 500280600
Samplde nama: Sitd Ribaflavina CSal Operator: Garman Estuarda Rodriguss
Disgues {Analista FOO04)
Insbrusmiant: L 124 Injection dats: D031 103 21581 2-06000
Irija wooluime: 20,000 pL Location: F1-AT
Acg. method: Riboflavina FLO ams Type: Calbratian
Processing methad: *Riboflavina pmx Sample amount: 0.0
L
S50H
S0
asor 2
3
1 2
a5 =
- ]
2s )
200
]
o]
L
1 2 3 H [ & T £ ] 0 1 12 13 1 15
Torres: i
Signal: FLD1A Ex=450 Em=528
| Flama |R‘l Jrnier] | A | Haigeil |
| Riboflavine [57= | e | 238 |

96



Figura No. 43 Cromatograma de la cuarta inyeccion del estandar de riboflavina para la precision intermedia del dia

Single Injection Report o
- Agilent
Data File: 20231103 Z2-15-06-06-00-1 70 o=
Segquence Mame: Fiboflavina 03-11-Z02 320251 1-03 Project Mame: Lo 124
1500280600
Sample nase: Sid Ribafavina Cal Operator: Garman Estusarda Rodrigues
Diegues (Analsta FO G04)
Instrsment: L 124 Injection date: B2 I=11-03 22:15:1 2-06200
Irja wolume: 20000 pL Location: F1-A7
Acag. metheod: Fibodlavirna FLD. amx Tygpee- Calbrabiomn
Processing method: *Ribcflavina pmx Sample amount: (R
S50
e
asn- 2
=
S
=
s =
= a0 =
= —
EERS £
200+
-
P
sy
i 2 3 a [ & ¥ ] 10 11 12 13 B 15
Tame =]
Signal: FLDY1A Ex=a80 Em=528
I e [RTimia | A | Heignt |
I Fibofaving |5.1= 1 053 1 238 |

Figura No. 44 Cromatograma de la quinta inyeccion del estandar de riboflavina para la precision intermedia del dia

1

Single Injection Report

- Agilent

Dada Fike: 20231103 Z2-32-04-065-00-1 T35 dx
Seguence Marme: Ribodlawira 0511-2023202311-03 Project Mame: La 124
15-00-ZB-0600
Sample name: Std Ribalavina Cal Operatos: Gerrman Estusarda Rodngues
Diegues (Analists FO004)
Instrsment: L 124 Injection date: 20231103 22:32:11-08:00
INj. wolume: 20,000 pL Location: P1-AT
N AT R Ribodlawira FLD. ame Tyaes: Calbrabiomn
E] ] . ina.prms Sample amount: 0.00
Lo
Loy
axn ‘g
. =
Eloy L
= e &
2504 ]
200
Ry
o
s
H ] kS X -3 z z & 0 i) iz 13 T 15
Tamse: pming
Signal: FLD &S Ex=450. Em=525
Mame [RT mim | A | Hegm |
1 Fiboflavns |5-72 1 ] | 228 |




Figura No. 45 Cromatograma de la sexta inyeccion del estandar de riboflavina para la precision intermedia del dia 1

Single Injection Report

- Agilent
Diata Fike: 2OEF11-03 Z2-49-05-06-00-1 7006 dx
Seguence Mame: Riboflavira 05-11-2025202311-03 Project Mame: =18 b1
1500280600
‘Sample nama: Std Ribalavina Cal Operator: Gerrman Estuardo Rodrigues
Diegues: (Analista FO 004}
Instrsment: L 12a Injection date: 2023=11-03 22:49:11-08-200
Inj. wolume: 20,000 pL Locatian: F1-aT
A metheod: Riboflavira FILOLams Type: Cakbration
[=1 = " ira Sample amount: 0.00
G
GO0
as] ‘g
S
a0 E
= &
2504 i
200+
50
o
s
] [ kS i 3 11 = & 10 E) 12 13 P 15
Tame: jasin]
Signal: FLDAA, Ex=450. Em=528
I Hame [RT Imim | ) I Hemgmt |
1 Riboflavins |5.7= | BOS0 | 228 |

Figura No. 46 Cromatograma de la primera inyeccion de la muestra de riboflavina para la precision intermedia del

dia 1

Single Injection Report

.--Agilent

Data fike: 20EF11-03 Z3-Z3-06-06-00-1E.dx
Seguence Mame: Riboflavira 03-11-2023202311-03 Project Mame: La 124
15-00-26-06-00
Sample nama: Mulrison Cap. L.ESTI0T PIDT M1 Operator: Garman Estuarda Rodrigues
Dieguez {Analista FO004)
Instrusment: Ly 124 Injection dato: P01 1-03 23231 320800
Inj. welume: 20,000 pL Location: Fi1-ag
Aeh. metivod: Ribodlaving FLD.amx Tywe: Samplke
g E . inaLprms Sample amount: 0.00
so]
so0 @
=
ano] &
=
a0 2
i
ELS b=
]
= 300 o=
2501
200
w50
oo
s
I N
1 [] ] H [ 8 H Z 4 o 11 12 13 s 15
Time: jssin|
Sigral: FLOMA Ex=450, Em=528
Hame [ATminl | Area | Heignt ]
Ritoflavins |s.12 | FAET | 258 |
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Figura No. 47 Cromatograma de la segunda inyeccion de la muestra de riboflavina para la precision intermedia del

dia 1

Single Injection Report

'---Agilent

Datm Fike:
Seguence Mame:

Bamphe namea:

Instrsment:

1. wollume:

Ao et
Processing methaod:

FOEE-11-05 E3-40-07-05-00-159 dx

Ribodlavina 053-11-20232033-11-03 Project Marme:
1500280600

Muirison Cap. L.ESTION FIDT M2 Orperator:

L 124 Injection date:
20,000 pL Location:
Ribodlavina FLD.amx Typa:

La 124

Garman Estuarda Rodrigues
Diegues {Analista FO 004]
D02 31 103 25401 408000
[ B ]

Sampl

“Riboflavina prms Sample amount: 0.0

G

ELLE

Loy

g

2

5

5121, Riboflaving

Signal:

FLOAA Ex=450. Em=52&

Hame [RT [min) | Area |

Ribofawna |51z 1 448 |

Figura No. 48 Cromatograma de la tercera inyeccion de la muestra de riboflavina para la precision intermedia del

dia 1

Single Injection Report

'--Agilent

Data fike:
Sequence Mame:

20231103 Z3-57-10-06-00-20.0x

Ribodlavira 03-11-20232023-11-03 Project Mame:
15-00-28-0DE-D0

Lo 124

Sample nama: Muirison Sap. LESTIOTN PIDT M3 Operator: Garman Esiuarda Rodrigues
Diegues (Analista FC 304
Instrisment: Lo 124 Injection date: 202311403 25:67 180800
Inj. volume: 20,000 pL Location: P1-210
A et Ribodlavina FLD.amx Typea: Sampla
Processing method: “Riboflaving pms Sample amount: 0.00
e
Boa
L E
- 2
ELS 2
- &
250 b
L
150
o0
s
1 [] -] H z 5 H Z o 0 i 12 1 b 15
Time jmin]
Sigral: FLD1A Ex=450. EM=528
I Mame [T mim Area | Heigmt ]
| Ribofavina |5.12 | 3409 | 238 |
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Figura No. 49 Cromatograma de la cuarta inyeccion de la muestra de riboflavina para la precision intermedia del dia

1

Single Injection Report

Agilent

Duata Fide:
Sequence Name:

Sample name;

Insthrisment:

Inj. volume:

Aeg. method:
Processing method:

20231104 D0-14-13-06-00-21 =

Riboflavina 05-11-20252025-11-05
15-00-2 80600

Mulrisen Cap. L.ESTION PIDT kg
L 124

20.000 L

Riboflavira FLD amx
“Riboflasing pma

Project Mame:
Oparator:

Injection date:
Location:

Type-

Sample amount:

Lo 124
Garman Estuardo Rodrigues
Dimguez {Analista FO G04)
20231108 00182008000
P1-A11

Sample

0.0

S50

P

aso-

EELS

-]

5.121, Ribaflzvina

Signal:

FLDAA Ex=a50. Em=52&

Hame [RT mien

Heigt

Riboflavina [5.7= |

255

Figura No. 50 Cromatograma de la quinta inyeccion de la muestra de riboflavina para la precision intermedia del dia

Single

1

Injection Report

- Agilent

Data Fide:

Bequence Mame:

20231104 00-31-21-06-00-22 .d=

Riboflavina 03-11-20232023-11-03
15-00-250-06-00

Sample name; Hutrison Cap. L.B5S73071 FIDT M5
Instrsmant: Loy 124

Inj. wollume: 20,000 pL

Acg. method: Riboflavina FLD.amx

Processing methad:

“Ricdlavina gma

Project Mame:
Operator:

Injection daie:
Location:

Type:

Sample amount:

LO 124

Garman Estuarda Rodrigues
Dieguaes {Analista FO 004}
231104 00:31 2 T-08:00
F1-81

Sample

0.0

5.122, Ribollavina

Signal: FLD1A Ex=450, Em=528

L]
Tame jmin|

Hame | R |

Area |

I Riboflaving |5.12 |

100



Figura No. 51 Cromatograma de la sexta inyeccion de la muestra de riboflavina para la precision intermedia del dia

1
Single Injection Report 2 .
o - Agilent
Cizia fille: SO~ 11-04. G- 8- 2000000 dac
Sacgrence Narme: Reiboflrsira 03-11-20232023-11-03 Progect e [l b=t
15-00-28-06-00
Sample name Huirison Sap, L.BSTE0TE P01 ME Dperabor: o R
Dreguss (Anabsta FO o0)
Instrumeng: Lk 124 Injeciion dabe: 2T 0 -0 (H B0 )
Ini wollume: 20000 L Lozt Lol - -]
A method Fibolsrers FLO amx Typac Samples
F - Sarmpls amrount: (e )
Lty
ELaes
A= 2
=
400
E
3 oo =
S50 =]
a0
Rl
RLT
=r-
AN
= a - = £ x a L] = 11 13 12 =l 1=
Thorsn jrmird
Signal- FLDA Ex=d50 Em=S28
[ hoa i [AT bmand I ] I Heaig ™l |
| AEmoflasinn |EXH | ETIED | F=T) |

Figura No. 52 Cromatograma de la primera inyeccion del estandar de riboflavina para la precision intermedia del dia

Single Injection Report N E s _
- - Agilent
Data fike: EOEF11 04 105 24085002800
Soguence Mame: Ribod avina 03-11-202320F3-1103 Projoct Nama: Lo 124
15-0
Sample name: Sitd Ribodlaving Cal hperaiorn Ganman Estuando Rodrigues
Diegques [Analista FO 004)
Instrument- L 124 Injection date: 20231104 01:05:31-06:00
Fiju valime: 20,000 wl Localion: P1-B2
A, method: Ribodavina FLD.amx Typea: Callbration
Processing method: “Riboflavina prc Sample amownic 0.ma
Ly
=00
2
A5 -
400 "=5’
2
350 &=
5 300 b
ud
2m]
0
10
Rliiy
50
1 a 3 H H [ ¥ [ a o0 11 12 13 e 15
Tima jrren]
Signal: FLD1&, Ex=450, Em=528
| e | T T
|_ Ribollavina |5.1 2 l ESEE] I ZAR |
2



Figura No. 53 Cromatograma de la segunda inyeccion del estandar de riboflavina para la precision intermedia del
dia 2

Single Injection Report

Data fika: OEE11 -0 -2 2 35080028 rE e
Seguence Mame: Rincdavina 03-711-20232023-11-0G Project Mame: Lo 124
AS-00-Z0-06-00
Sample name: S5ed Rinoflaving Cal e Ao = E: chzy ool
Diegues (Snalista FO 004)
Instrument: Ly 124 Injection date: 2023-11-048 01 :22:31-06 00
| STERVET NTATE E0.000 UL Location: F1-B3
Ao R Ehed Rincfaving FLD.amx Typa: ol brsthomn
Frocessing method: “Risodlavinm prm Sample amowniz 0.0
o
S0
n
- S =
=
A0 E
EE &
= 300 =
et
3]
2
R
Rl
]
1 2 3 H H [ 7 a k) =) 11 12 13 e 15
Tirra frrun]
Sigmnal: FLDA Ex=450, Em=528
| [res— [Frimm | = [ Hewawm ]
l Riballavina: |5.1: l 3140 | Z34 |

Figura No. 54 Cromatograma de la tercera inyeccion del estandar de riboflavina para la precision intermedia del dia

Single Injection Report -
Agilent
Data fike: S02I -0 01 -F0- 25 06-00-24-r003 dx
= M ina 331 1-20232023-1 103 Project Nasme: Lo 124
A5-00-28-06—00
Sample namme: Sod Rinpodlaving CTal e rator Gearman Estuanco Rodnigues
Diegues (Analista FO 004]
Instrument- Lo 124 Injection date- 2023-11-04 01 :-F3:-F2-06 00
Inj. wolumme: 0. 00 ul Locaticn: FP1-B3
Aca. meathod: Rinod avina FLD.amx Typs: Calibration
i o Sample amownt: .00
pess
so0-]
=
Ao &=
400+ ﬁ
EESS =4
5 300 =
(=1
a0
200+
1501
100
o]
H 2 5 H H ] 7 a ) ) Eic) iz 13 T s
T fren]
Signal: FLD1A Ex=450, Em=528
[ rev—— G | Fure | Heig ]
| Riballasina 5.12 | 3ran | Z34 |
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Figura No. 55 Cromatograma de la cuarta inyeccion del estandar de riboflavina para la precision intermedia del dia

Single Injection Report R -
-+ - Agilent
Data file: FOEE N DS 2 TS0 0 rO
Ssguence Mame: Riscdaving 03-11-2023202F3-11-0G Project Nama: Lo 124
1S5-00-ZI-0E-D0
Sample name: S Rinedlaving Cal Chparater: [ oo o
Diegues (Snalista FO D04)
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Figura No. 56 Cromatograma de la quinta inyeccion del estandar de riboflavina para la precision intermedia del dia

2

Single Injection Report o d -
. - MAgilent
Data fika: ZAZF1 104 021 3-29-06-00-24-rO0S dax
Seguence Mame: 1R5ihalav'r|n D31 1-202320ZT31 1405 Projoct Narme: La 124
Sample namme: Sud Rinodlaving Tal Chpsarator: L cko ol
Diegues (Analista FO 004]
Instruments Loy 124 Injection date: 2023-11-0d 02:13:36-06 00
Inju waBunme: 20000 ul Lacaticn: FP1-B3
A e b Riobcflaving FLD.amx Tiyps: Calibratan
g Sample amowwnt: .00
]
S0
- =
EL i
o =
= 2 &
201 ke
]
BB
100
o
1 3 3 1 - ] o L] E) w0 i) 1z 1a B 15
Tima fran]
Sigral: FLOA A Ex=450, Em=528
I [r— | s | Frea | Hear |
l bl lasina |5.12 |_ atas I Z34 |

103



Figura No. 57 Cromatograma de la sexta inyeccion del estandar de riboflavina para la precision intermedia del dia 2
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Figura No. 58 Cromatograma de la primera inyeccion de la muestra de riboflavina para la precision intermedia del
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Figura No. 59 Cromatograma de la segunda inyeccion de la muestra de riboflavina para la precision intermedia del
dia 2
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Figura No. 60 Cromatograma de la tercera inyeccion de la muestra de riboflavina para la precision intermedia del

dia2
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Figura No. 61 Cromatograma de la cuarta inyeccion de la muestra de riboflavina para la precision intermedia del dia
2
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Figura No. 62 Cromatograma de la quinta inyeccion de la muestra de riboflavina para la precision intermedia del dia

2
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Figura No. 63 Cromatograma de la sexta inyeccién de la muestra de riboflavina para la precision intermedia del dia
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