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INTRODUCCION

Las vitaminas son compuestos esenciales para el metabo-
lismo de los seres vivos v se encuentran distribuidas ampllamen-
te en los mas diversos productos natureles. El hombre necesita de
estos compuestns y loc toma directamente de los productos que los
contienen o en forma ¢ medicamentos que generslmente son concen-

trados da un producto natural o compuestos sintéticos.

La investigacidn sobre métodos analitlcos para la deter-
minacién de vitaminas es tan abundante como variada. Los primeros
estudios tuvieron principalmente una base cualitativa, A partir de
observaclones generales se desarrollaron métodos de ensayo, basa-
dos en las respuestas animales. para medir la potencia y distribu-
cién de las vitaminas. El bloensayo es el procedimiento més anti-
guo y actualmente se¢ sigue empleando para medlr el efecto nutricio-
nal, lo cual significa la cantidad del nutriente aprovechable por

el animal. Tambhién so utiliza como comprobacidén de otros métodos.

Debldo a la necesidad de realizar andlislis rutinarios
de vitaminas que resultaran mas raplidos, econdmicos ¥y cuyos limli-
tes de error fueran reduclidos, surgleron los métodos fislcoguimi-~
cos con 108 cuales se rogrd medlr la cantidad total de vitamina

presente en una muestra, con resultados reproducibles.



Tanto 1os métcdos

come los flsicoguimicos
son validos dependiendo del fin que s& persiga, ya soa la deter-
minaciédn de le actividad blolégica o 2a cuantificacidn de 1n vi-

tamina como centrol <e calldad en muestras.

Las clasiflcecidon general de las vitsminas se bhasa =n
su sciubllidad, dividiéndose en dos grupos principaies: hldrosolu-
bles ¥y liposolublies. Dentro del iltimo grupo se encuentran, eontre
otras, las vitaminas "A" » "D" gque son !nestables en presencia de
oxfgeno ¥y 1uz,lo gue hace guz el factor tiempo sSea determinante
er la eficlencia del métndo onaliticc seleccionado para su deter-
minacién. ¥ como generalmente el contenldo vitaminicn an vroductos
naturales es bajo ¥ mayor su tiempo de manipuiaciaon, aumentan lasg

protabllidades de error por descomposiclidédn de la vitamina.

En medicamentos. los problemas para cuantificar las vi-
taminas disminuyen porque 125 concentraciones sor mayoras ¥ solo

hay gue eliminar excipientes ¥ antloxidantes.

Los métodos fisicoquimicos empleados para ia determi-
nacidn de vitaminas "A" y "D, y sobre los gue mas trabajos ss han
publicado, son: ia e¢spectlroscopia de Yltravioleta {1}, la Trn -
matograefia de gases (2,3) v la Cromatografia en capa fina (1)

En la mayoria de astos travajJos la cuantificacién se ileva a



cabo separande la vivamina gque se deses determinar, g= las otras
vitaminas. pues su analisis simultdnec causa interferencias en

21 método.

En este trabajo se emplea la técnica de Resonancla Mag-
nética Nuclear Proténica (RMH) que desde su aparicién en 1945 ha
ido panando cada vez mas importancla. no solo en la determinacldn
de estructuras, sino como arma en el analisls cuantitative, porque
a pesar de que se utiliza mayor cantidad de muestra comparada con
otras técnlcas, proporciona métodos répldos, la muestra no se des-
truye; ¥ en la mayoria de los casos, no se regulere trabajo quimi-

co excestivo.

Especificamente. este trabalo se avocd a la determinacién
cuantitativa y simultinea de vitaminas "A" y "D'" en mezclas, lo
cual viene a elimirnar las desventajas que otros métodos rutinarios

presentan.



BASEFS TEORICAS

La Resonancia Magnética Nuclear (RMN) es una técnica es-—
pectroscodpica de gran importancia en la determinaciér de estructu-
ras moleculeres. los recientes avances en {nstrumentacién y el uso
de microceldas y zccesorlos de computarizacidédn han lopgrado que Se
extienda su emplec en Areas gue requieren una gran exactitud como

es el caso del anAlisis farmacéutico,

La Resonancia Magnética Nuclear =2s una forma de aspectros-
copia de absorcién. Bajo condiclones apropladas, una sustancia
puaede absorber rediacidén electromagnética en la regibén de Radiofre-

cuencia, dependiendo de las caracteristicas ds 1a muestra.

Las propledades magnétlicas de clertos niclsos se pusden
explicar perfectaments suponiendo que la carge nuclear estid glren-
do al derredor de un eje, lo gque hace gue estos nlicleos tengan un
momento angular que se representa por el numero cuAntico de spin,
I, al cual se le asignan valores de medlo en medio depsndiendo del

nicleo en particular.

En los nucleos que tienen un nimero impar de protones o
un nimero lmpar 4e nsutrones., pero no ambos impares, el nlmero cuin-
tico de spin es fraccionaric ¥ depende de este valor el nOmero de

orientaciones posibles que puede tener un nuiclzo frenis

Rl

un campo
magnético. Cada orientaciédn representa un nivel de energfa 3 la Re-

sonancia Magnétice Nuclear consiste en detectar las paquefias canti-



dades de energia emitida o absorbida cuando el niclieo pasa de un

nivel energético a otro.

El empleo de la Resonsncia Magnética Nuclear depende de

la medida e in%erpratecién de cuatro parémetros, estos son:

i).- La posiclén de la sefinl o desplazamiento gquimico:

La poslicién as la sehal sirve para identlflicar el tipo
de protones basadndose.en su amblente electrdniceo circundante y se
define como la distanclia de una senal ce resonancia debidec a clerto
protén con respecto 2 una sefial de referencla arbitraria. El com- v
puesto de referencia cominmente emploado es el Tetrametilsilano
(TMS: (CH3)4,S1). Este compuesto tlene estructura simétrica y todos
los protones son idénticons, por lo que 1 TMS presenta una sola
linea aguda de resonancia en diferente poslicidén a Ia de las sefales
originadas por otros compuestos. Ademdas, el TMS es quimicamente
inerte, relativamente volatil y soluble en la mayoria de los disol-

ventes orgénicos.

El desplazamliento quimico tiene un valor relative " § "
(Delta) que no tiene unidades especificas vero se da en partes por
millén (ppm) y sus valores en Resonancla Magnética Nuclear Proté-
nica van de 0 a 20. Otra forma de expresar el desplazamiento qui-

mico es en "% " (Tao), gue equlvale a: 10 - §



2).~Multiplicidad:

L.a multiplicidad ds una banda osta determinada por el nume-
ro de protones "n" maegnéticamente eauivalentes en Atomos vecinos ¥
es igual a: n + 1. S1 los protones del atomo "B" son afectados por
protones de Atomos "A" y» "C" que no scn egulvalentes. la multipli-
cidad de "B" es igual a: (nA » 1){(nC + i) donde nA ¥ nC son el ni-
merc de protones equivalentes de "A" y Y"C", respectlvamente, produ-

ciendo una sefial mdltiple.

3).~-Constante de Acoplamiento "J"

La constante de acoplamiento sc¢ define como la separacion
en Hertz entre picos adyacentes en una sefal miltiple. El anélisls
de un espectro de Resonancia Magndtica Nuclear Proténica se simpli-
fica considerablemente sl la diferencia en el desplazamlento quimi-
co de dos grupos 4aue Interacclonan entre si .respecto a su constante
de acoplamiento, es decir. cuando Dv /3> 7, donde " Av " es 1a di-
ferencia de desplazamientos quimicos expresada en Hertz. A astos

espectros se les llama de primer orden.

4).-Areas _de los plicos o Integracldn:

Unc de los aspectos singulares de los espectros de RMN
es la proporcionalidad directa entre las 4reas de 1log picos y el
nimero de nicleos que los producen. Asi, si una sefnal identificable
de la muestra no se traslapa con las otras senales de absorclén,
puede emplearse el area do este plc¢o para establiecer @l numero total

de protones del compuesto. Las muestras nco necesltan ser com -



pletamente puras, muestras con picos de Impurezas no intsrfleren
gseriamente con el compuesto analizado sl sus absorciones ne se so-

breponen.

Para la medicidn directa del Aarea de los plcos, los mo-
dernes registradores estan cqulpados con lntegradores slectrdnicos
los cuales mlcanzan una exactitud de * 2% lo que los hace utiles
para Su empleo en anfilisis cuantitative. El trazo del integrador
se registra sobre el espectro y la altura de los desniveles de la
linea de integracién nos da la medida del &rea en unidades arbi-
trariags. Basada en éste parametro, la Resonancia Magnética Nuclear
se ha utilizado con éxito para el anAlisis cuantitativo de mezclas;
algunos con la adicién de un estandar interno el cual debe apare-
cer como un solo plco fino completamente separado de las sefiales

de los demés componentes coun los cuales no debe reaccionar.



Instrumentacién:

Un espectrometro de Resonancla Magnética Nuclear consta

de las sigulentes partes:

A).- Un IMAN DE CAMP(Q INTENSO, estable y homogéneo. El campo debe
mentenerse constante en el Area do muestras y durante el lanso gue

dure la determinaclén.

B).- Un GENERADOR DE BARRIDQC que suministra corriente eléctrica di-
recta variable a un imin cecundario. de modo que el campo magnéti-

co total aplicadn se pueda variar dentro de un margen limitado.

C).- Un OSCILADOR DE RADIOFRECUENCIA (Transmisor) conectado a una
bobina que transmite energia a la muestra en direccién perrvendicu-

lar al campc magnético.
D).- Un RECEPTOR DE RADIOFRECUENCIA ccnectado a una bobina que ro-
dea a la muestra. colocada perpendlcularmente respecto al campo

magnético.

E).~ Un SISTEMA DE LECTURA gue consta de un AMPLIFICADOR y de un

REGISTRADOR.

F).- Un RECIPIENTE PARA MUESTRAS, generalmente un tubo de vidrio



que se hace glrar mediante una turbina accionada con alre, para

homogeneizar el campo maenético sobre la muestra.
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PARTE EXPERIMENTAL Y RESULTADOS

Patrones ¥ Reactivos utilizades:

Vitamina "A"-acetateo {(Retinol-acetato) =2n acelite.

1

Merck. Para fines bioquimicos.

~ Vitamina "A'-palmitato (Retinol-palmitato}.

Merck. Para flnes bloquimicos.

~ Yitamina "D, " (Calcifarnl).

Merck. Para fines comparativos cromatograficos.

- Vitamina "D3" (Ergocalciferoi).

Merck. Para fines comparatlvos cromatcgralicos.

-~ Deuterocloroformo (con ¥ sin Tetrametilsilano).

Merck. Para fines espectroscdpicos.

- Tetramstilsllano {(T¥3).

MercH,



Aparato empleado:

ESPECTROFOTOMETRO DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

Mareca: VARIAN
Modelo: EM-390
Radlofrecuencia: 90 MHZ
Intensidad dg campo magnético: 21, 1h0 GAUSS



1.~ Vitamina "

La vitamina "A" pura es Jiestable al aire (oxigeno atmos-
fériceo), a la luz y a la Lemperatura. Los ésteres de la vitamina
"A", acetato y palmi<ato, son empleados en preparaclones farmaséu-
ticas por ser més establec, con la ventaja de que consarvar las mis-
mas propledades farmacoléglcas que la vitamina "A" en forw~a de al~
cohol. Para evitar al maxfumc la posible descomposicién de ]~ vita-
mina "A" se preparan merclas del éster de la vitamina con aceltes,
se agregan antloxidantes criuo pueden ser alfa-tocoferoles, hidio-

qulnona y galato de propilr, entre otros.

La vitamina "A" sa ha aisladz en forme pura ¥ se elabora
por sintesis. Muchos preparados utilizados son concentradors de vi-
tamina "A'™ de fuentes animales (aceltes de peces); por lo tanto,
para establecer su actividad deben valorarse estos concentradrs en

comparacién con un preparvadeo patrén.

Como los preparados comercisles vienen valorados en uni-
dades internacionales, dehe recordarse que una unidad Internacio-
nal (U.I.) de acetato de vitamira "A" equivale a 0.3l mlicrogramos
de vitamina "A"-alcohel patrdn. En cuanto al palmitato de vitamlna
A", una unidad internacional equivale a 0.555 microgramos de vita-
mina "A"-alcohol pura. De modo inverso, un miligramo de vitamina
"A"-acetato y palmitato equfvalen a 2,900 y 1,800 unidades interna-

cionales de vitamina "A"-alcchol, respectivamente.



En aceltes de higado de peces la concentracién de vita-
mina "A" es de cerca de 600,000 U.I. por gramo. Estos aceltes pue-
den emplearse somo %ales en forma de concentrados © como materia

prima para la obtenclén de la vivamina "A™.

El trabajo experimental desarrollado en esta tesis es

el sigulente:
- Estudlio espectroscopico por RMN de las vitamlinas puras.

- Estudlo espectroscépico de mezclas patrén.

— Aplicaciédn del método en medlcamentos.



A).- Estudlo espectroscdpico por RMN de la vitamina "A'-ascetato:

Se pesaron 30 mg de vitamina "A"-acetato en acelte de
pescado y ge disolvieron en 0.3 ml de deuterocloroformo. La mues-
tra se colocé en un tubo de resonancla y se corrid el Espectro No.
1. A continuacién se sefalan los desplazamientos quimicos de los
protones de la vitamina (sin tomar en cuanta el acelte) da acuerdo

a su estructura molecular (Estructura I):

PROTONES MULTIPLICIDAD DESPLAZAMIENTO QUIMICO
(a) 5 1.0 epn
(v) - 1.3-1.7 ppm
(e) 8 2.0 ppm
(d) - 2.0-2.5 pem
(o) d ’ u.7 pem
(£) - 5.6-6.9 ppm

En formas comerciales, el éster de vitamina "A"™ se di-
suelve en acelte para evitar al maéximo su descomposicién. Los acel-
tes en general son mezclas de ésteres de glicerina y &cldos grasos,
presentando un espectro tipo. Su estructura general se muestra en

la Estructura II.

De acuerdo al Espectro No. 2 (que corresponde a acelte
de pescado) podemos sefalar los desplazamientos del misme de la

manera slgulente:



PROTONES MULTIPLICIDAD DESPLAZAMIENTO QUIMICO

(A) - 0.7 ppm
(8) - 1.3-1.7 ppm
(cy - 2.6-2.2 pem
(D) - 2.8 ppm
(E) - b2 ppm
(F) - 5.4 cpm

Conociendo ya la interpretacidn de los desplazamientos
quimicos relacionades con las estructuras moleculares de la vita-
mina "A"-acetato ¥ del acelte., anallizamns el Espectr:s No. 3 aque
corresponde 8 una musstra de 30 mg de vitamine "A"-acetato en ecei-
te, disualta en 0.7 ml de deuterocloroformo. Para separar las sefha-
les fus corrido este espectro a 5 ppm {(con une extensidédn de campo
de 4 ppm mds, para reglistrar todas las sepales). A contlnuaciédn
se anotan 1lo0s desplazamientos quimlcos correspondlenves, utiiizan-
do lerras maylisculas para las protones del acelte y mlnlzculas pa-

ra los de le vitapina "A'"-acetato:

PROTONES MULTIPLICIDAD DESPLAZAMIENTO QUIMICO
{A) - 0.7 ppm
(a) s 1.0 ppm
(8)(v) - 1.3-1.7 ppm
(c) s 2.0 pom

(c) - 2.0-2.3 ppm



(continuacidn)

PROTONES MULTIPLICIDAD DESPLAZAMIENTO QUIMICO
(d) - 2.0-2.5 ppm
(D) - 2.8 ppm
(E) - - n.2 ppm
(e) d n.7 ppm
(F) - 5.4 ppm
(r}) - 5.6-6.9 pom

De agui se pueden elaborar célculos (como se indica mas
. adelante) para detocrminar el contenldo de vitamlina "A"-acetato
pura en el acelte, siendo esta técnica el primer aporte de la Re-
sonancia Magnética Nuclear Proténica en la determinacién cuantita-

tiva de la vitamina "A".
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a).- Relacién Tedrica entre la Vitamina "A"-acetato y aceite:

Patrdn empleacdo: 1 gramo de vitamina "A"-acetato en aceite

(patrén secundario)
es igual a 1,000,000 de U.I. de vitamina

wan,
Pedricamante tenemos ({):
1 mg de vitamina "A'-acetato pura ------ 2,900 U.T.
X" mg  --e—-e 1,000,000 U.I.
"x" = 344.82 mg de vitamina "A"-acetato

Lo que significa que en } gramo de muestra patrédn (secundario) tenemos:

344.82 mg de vitamina "A"-acatato

655.18 mg de acelte
Relacidén Aceite/vVitamina:

655.18 -
34l 82 .90

Este Gltima relacldn significa gque por cada prame de vitamina
acetato en el pairdn empleado, hay 1.90 gramos de aceite.
En porcentajes:

vitamins "A"-acetato ~------- 3h.48%

Aceite -——~---—— 65.51%



b).- Relacidn entre la vitamina "A"-acstato y aceite »btenida

en la préactica por R

Para el estudloc cuantitetivo de cada una de ias vitaminas

y mezclas de las rismas, se procedié a esrtandarizar el! equipo de
RMN en maximas condiclones cde establilidad v resciucién. La intesra-
cidén se optimiza de acuerdo a las reglas de operacldn. Los espec-—
tros se corrieron a un ancho de barrido de 5 y 10 ppm segdn el ca-
80 ¥y una extensidén de cempo de 4 ppm para el reglstro de todas las
sefnles en los espectros corridos a 5 ppm. Se integraron n diferan-

tes amplitudes para selecclonar la was adecuada.

Se pesaron exactamente 30 mg de vitamina "A"-acetato en
acelte (patrdédn secundario} y se disolvid en 0.3 m) de deuteroclo-
roformo. Se corrié el Escectro No, 3 y de acuerdo & 2ste se reali- -

zaron los chAlculos slgulentes:

El totei de la integracién medida es de 190 uridades.

- £1 pico localizado a 1.0 ppm correspondiente 2 los dos
metilos (preotones "a'" de la viteminal), tienm una inte-
gracilén igual a 12 que dividido entre los 6 hidrégenos
nos da un totel de 2 unidades para cada protdédn de la
vitamina. Esta sefisl ge considera para este andlisls
el "pico do referencia'

~ La vitamina "A"-scetato tlene en su estructura 22 hi-

drdgenos. por lo gue:

32 x 2 = 6k unidedes (Integraclidn total para la
vitamina "“A"-acetato sola)



de

-~

or diferencla. la Integreclén total rara
de 126 unldades.

Para obtzner 2! porcentale correspondieénte 3 ia vitemina,

de ia integracldn tctal, se sfectia la sisulents relasibn:
190 unldades (de integrecidn) ~----- 100%
64 unidades {(de intepracidn) -~----- "My

"x" = 33.68% de la vitemina (en ta Intzgracidn)

Por io tanto. concluimos que, de

Vitamina "

66, 32%

Relaclén a 1 gramo de

66.32 / 33.68 = 1.96 {por cada gram> de vitamina
hay 1.96 g de scetita)

Resumiendo los calculos efectuados ern los pacns anterlores:

%¥Vitamina "A"-acetato = Interracidn "plco ref."x32x109
Integracién total x 6
o bien,
"na - NS " N "
#Vitamina "A'"-acetato = Integracién "pico ref. x 532.33

Integracidn total

XAcelts = 100 - ¥%Vitamina "A"-acetato

Se llevd & cabo @)l rrocedimiento dsscrito con 10 muestras

1n vitamina "A"-acetato fdel mismo patrén secundsrlo) anotande

los resultados en la Tabla No, 1, anntando el ejemple «desarrol lado

como la muestra No.1l.



TABLA No. 1

No. de Muestra I\nteéracién Total Integracién "Pico de integracién de la % Vitamina "A'" acctato
de cada espectro Refervencia ‘Vit. “A'-acetato (de la integracién)
(sefial a 1.00 ppm) (resultado de los
cllculos)
1 190.0 12.0 64.00 33.68%
2 178.0 11.0 58.606 32.954
3 190.0 12.0 64.00 33.68%
4 153.0 9.5 50.66 33,118
5 165.0 10.5 56.00 33.93%
6 107.0 13.0 69.35 35.19%
7 . 125.5 8.0 42.66 33.99%
8 109.5 7.0 37.33 34.00%
9 138.0 9.0 48.00 34.78%
10 154.0 10.0 53.33 34.63%
PROMED1O: 34.14%
% Vitamina “A" -acetato: 34.48%

(tedrico)



B).- Estudio espectroscdpico por RMN de la vitamina "A"-palmitato:

El palmitato de vitamina "A" es més estable que la forma
acetato ¥y no necesita mezclarse con grandes cantidades de aceite

para su conservaclon.

De acuerdoe a la Estructura III, podemos lnterpretar el

Espectro No. 4 de la manera siguiente:
PROTONES MULTIPLICIDAD DESPLAZAMIENTO QUIMICO
(a) t 0.9 ppm
(b) 5 1.0 ppm
(c) - 1.2-1.7 ppm
(q) - ' 1.8-2.5 ppm
(e) d 4.7 ppm
(r) - 5.6-6.9 ppm

- 28 =~
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a).~ Ralacién teérica entre la Vitamina "A"-palmitaro ¥ acejte:

Patrén emnleado: 1 ¢ramo de vitamina "A"-palmitato
{patrén secundsrio) on aceite es iswval a 1'755.006 U.I.
. de vitamlna "A".

Tebricamente tenemos (4):

1 meg de witamina "A"-palmlitato pura ----- 1.800 U.I.
[ L ©'755.000 U. L.
"x" = 975.00 my de vitamina "A"-palmltawms

Lo que signlfica qaue en 1 prarmo de muestra palrdn secundarlo, tenemos:
975 mr de vitamina "A"-palmitato

2% mg de aceite

Relscidn Vitamina/Acelte: (%)

975 / 25 = 39
Esta Gitima relacifdn signiffca que por cada grame de aceite hay 39
grames de vitamina "A"-palmitato, en el patrén secundario emnleado.
En porcentajes:

Vitamina "A"-palmitato -~==—w-=== 97.50X

(*) Se empled la relacidn Vitamina/Acelte, inversaments a la utilizada
en los cAlenlss de la vitamina "A'-acstato. simplemente para manejar

e patrén la cantidad de aceaite es mucho menor

nimeros enteros. En

que en el de la vitamina "A"-acetato.



b).~ Relacién entre la vitamina “A"-palmitato y acelte obtenida

en . la practiaa por RMN:

De acuerdo al EZspectro No, 4 y tomando como referencia
la sefial locallizada a 1.00 popm correspondlente a dos metilos (pro-

Yo" de la vitaminz "A"), se hizo =1 estudlo por integracién

tones
para gaber al contenido wosible de aceite y conservadoras en la
muestra de vitamlina "A"—palmltato (patrAn secundarla) discolviendo
30 mg de la misme an 0.3 m! de deuterccioroformo, pasindose a un
tubo de resonancle r corriendo el espectro c¢on un ancho de barrido

de 5 ppm (extendiends =21 campo 4 ppm nmis para registrar todas las

senalas). Los calculos son los sf{gzulentes:

- La integraclén total! medida en el espectro es igual a
174 unidades.

- Le serial situada a 1.0 ppm {protones"b") tiene una in-
tegracidén igual a 17 unidades, qgue dividido entre los
6 hidrégenos nos da un total de 2.83 unfdades para ca-
da hldrégenc de la vitamina.

- La vitamlna "A"-palmitato tiene un total de 60 hidréd-
genos, por lo gue:

60 x 2.83 - 169,80 unidados {Integracldn tozmal
para la vitamina "A"-pal-

tato sola)

- Restando este Ultimo valor a la integracién teotal medi-
da en el aspectro. tenenns:

174 - 142,80 = 4,20 unldades (Integracldn total
para ¢l acelte)



- De lo anterior podemos deducir:

174 unidades (Integraciébn total) ----- 100%
#.20 unidades  —eeo- gty
"t LUi% {porcentaje de acaite

de la intagracidn)

- Finalmente, los porcentajes de vitamina y zcelta. de
le. integracidén, corresponden a:
Vitamina "A"-palmitato: 97.58%
Acelte: 2. 01K

- Resumiende los cdlculos anteriores. tenemos:

%vit."A"-palmitateo= Integracion "pico ref."x50x10Q

Integracidén total % 6

o bilen,

%Aceite = 100 - % Vitamlna "A"-palmitato

Se efectuaron 2n total 10 repeticlones del procedimiento
descrito con 2l patrén secundario de 1a vitamina "A"-palmitato ¥
2l resultado de estas experiencias se reportan en la Tabla MNo.2,
@n la cual se anotd como la muesira No.. el ejfemplo gue fus aessa-

rrollade.



TABLA No. 2

No. de Mucstra Integracidn Total Integracién "Pico de Integracién de la % Vitamina "A'-palmitato
de cada Espectro. Referencia.™ Vit. "A"-palmitato (de la integracién)
(senal a 0.9 ppm) (resultado de los

célculos) .
1 174.0 17 169.80 97.58%
2 183.0 18 18¢.00 98.36%
3 163.4 16 159,90 97.85%
4 178.0 17 109.99 94.97%
5 191.0 19 189.99 99.47%
6 187.0 18 180.00 96.,25%
7 123.0 12 120.00 97.56%
8 ‘ 192.0 19 189.99 98.95%
9 174.5 17 169.99 97.42%
10 135.0 13 129.99 96.29%
FROMEDIO: 97.47%
% Vitamina "A" - palmitato: 97.50%

(tebrico}



2).- Vitamina "D"

La vitamina "D" se ftorma a partir de provitaminas por

acclén de los rayos ultravinlata.

Existen por lo menos diez formas quimicas distintas de
vitamina "D'" y sus correspondlentes provitaminas, de ellas sdlo
son de lmportancia dos: e{ Ergosterol y el 7-Dehldrocolssterol ¥
sus productos de irradiacién ultravioleta, las vitaminas "D:™ o

Ergocalciferol y "Di" o Colecalciferol, respectivamente.

En 1a piel humane, la de los mamiferos y aves existe la
provitamine 7-Dehidrocolestercl, formada por bilosintesls. gque por
acclén del sol se transforma en vitamina "D3'" o Colecalcliferol. En
los vegetales, como las levaduras., exlste el Ergosterol., que por
irradiacién ultravioleta se transforma en vitamina "D;" o Erpocal-
ciferol. En ambos casos, los rayos ultravioletas provocan la aper-—
tura del anlllo "B" en la posiciédn Cs ¥y C;o0, forméndose un nuevo
doble enlace en las posiciones Ci;o ¥y Cis, adquiriendo con esto las
sustanclas formadas, propledades caracteristicas de la vitamina

"D" (ver esguemas I y II).

La deficiecia de vitamina D" provoca en el hombre ¥y en
los animales el raguitlismo cuyos transtornos se maniflestan princi-

palmente en alteraclones éseas.



Existen dos tipos de preparados de vitamina '"D": los de
fuente natural, como son los aceltes de higado de peces y 1os sin-
téticos como son: los multivitaminicos con sales de calcio. los gue
contienen exclusivemente vitamina "D'" ¥ los preparados oleosos o

hidrosolubles de vitaminas "A" y "D".
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ERGOSTEROL HO

VITAMINA-"D," (ERGOCALCIFEROL)

ESQUEMA I



7= DERIDROCOLESTEROL HO

VITAMINA ~"D,” (COLE CALCIFEROL)

ESQUEMA TIC



" A).- Estudio. espsctroscépico por RMN de la

vitamina "D»'" f[Ergozalc¢iferol):

Para el estudio por Xesonancizs Magnética Nuzlear fueron
disueltos an 0.3 ml d= dauterccloroform», 30 mg d=2l patrén secun-
dario de la vitamina "D," ' se pasé a un tubo de resconancia, co-
rriéndose e} eswncctro. ¥l Espectro lo. 5 muestra los dergplazamien-
tos cuimlcos de los sigulentes protones de acuardo a la Eztructu-

ra IV:

PROTONES MULTIPLICIDAD DESPLAZAMIENTO QUIMICO
(a) s 0.55 prm
Zb) - 2.8-1.1 ppm
(c) s 1.5 ppm
(d) - 1.1-2.0 ppm
(e) - 2.0-3.0 ppPm
() : - 3.9 ppM
(g) - 5h.8-5.0 pem
(h) - 5.2 EPm
(i) - 5.9-6.3 pria

El desplazamiento quimico expuesto para los protones (1)
¥y (h) fueron perfectaments verlflcados de scuerde al “rabajo de

Berman, E. (5).



(a)

HO i \ o ECQ3H44O‘]

(c) (a) h

VITAMINA "Dg’ (ERGOCALCIFEROL)

ESTRUCTURA IV
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B).~ Estudio espectroscipico por REN de la

vitamina "D," (Coleralciferol):

So disolvieron 20 mg de vitamina "Di" patrén secundario
en 0.2 ml de deuteroclor-formo, se rasé 3 un tubo de rasonancia vy
se corrié el Espectro Yo. 6. De acuerdo a ésts ¥y e.A la Fstructura V,
se anotan a continuacidén los desplazamientos guimicos de los pro-

tones:

PROTONES MULTIPLICIDAD DESPLAZAMIENTO QUIMICO
{a) s 9.55% pom
() - 0.8-1.1 prin
(c) . s 1.5 pDMm
(D) - 1.1-2.0 ppm
(E) .- 2.0-3.0 - ppm
(F) - 3.9 PP&
(G) - i.8-5.0 ’ eom
(H) - 5.9-6.3 ppm

Pars verlficar el desplazamiento quimico del pro%én del
grupo oxhidrilo en las dos vitaminas ("Bz" y "D3"), se le adicicnéd
a cada muestra agua deuterada y se corrléd nuevamente =! esvectro,
con lo cual, la sefal que se encontraba a 1.5 ppm desaparecid {ver

Espectros 5 ¥y 6).



Los protones (i) de 1a vitamina "D;" y (H) de la vitami-
na "D3" son equivelentes, presentando senales fdénticas entre 5.9
¥ 6.3 ppm. En la tabvla de desplazamlentos quimicos de la vitamina
"D;" (pag.39) se ldentiflcan como (nh) a los protones de ia doble
ligadura (carbonos C-; ¥ C::) pPOr aparecer esta sefial a 5.2 pEm ¥y

mantener asi un orden crzclente en leos desplazemlentes guimicos,
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(c) wo~” ¥

(€) (H} [C27 H44 0]

VITAMINA “Dy" (COLECALCIFEROL)

ESTRUCTURA X



Celtorniz

palo an:

°2
c
S
E
s
@
£
=
@

STABT G SwLtr e IR
o o I .
10ppm v‘:lo.)m 6o s b -
10ppm (8] ' aca b o
: ¢
sppm G e
200 ou v ,.
Ippra X e w -.;u "
i
Gouppne 50 b
i
! R i
' 1 i
{ : N Y/ 4
i f : * D,0
’ |
1
i .
' i
! !
i !
! :
i 2
}
oo L ) i I | { L | 2 { i 1
ppm (3) 1@ B T 3 0 3 7 1 °
ESPECTRO No. § Ancho ¢n Barrico: 10 ppm
VITANINA "D v Rr'?fr:rl:nci;\: ™S
3= Disolvente: heuteroctoroformn




bl
kg
e
o
-1
@

Deblide a ls ¢strecha analogia estructural exlstent

‘jas.vitaminas "B:" » "D3", sus proviedades 7 accisn farmanclogica

‘resultan simllares y no existe practicamente difs-s

fentn frante a adsoroantes (oromatografia en ¢

sv conmnor

¥y en ecolumna). v a razes’ones coloridas (por alempio:

“trietorurse <e antimonlo-cloruro de acetilo): o cuanto

en e} Litraviciera, ‘ambas vitaminas tiznen su méximz a 250 nm. En

al Infrarraio, la ~urve -da abzorcldr nara 1g

ta ur maxinoe de absorctit o a 10,4 v La viremina "D

ensles do 2stas ndonlcas para s dife-

Todo estn hare

Exiswen £8lc dos dlferenclas estructurales entre las vi-

taminas "D:" » "D.": la vitemina "U." rrosanta una doble limadura

como un gyetile

entre los carbonos C:: ¥ Jza,

turas IV » V). AL ntiliznzs la espectros

ca Nuclezr Protdnica vucimos comparar o ambas wita-
minas (Esosctros © v &), lecallzards una sabni w«dicisnal en &) Es-

peclio Ko, 3

tones (a) d= le » lisadura entre

Al muv sien]fica®lvo a3 oue @sty 35en2° no
pusde servir cualltativamonte para {denciflcar con presticlén el a-

ndlogo de witarlina "pP" con el «ual se estd trabejandoe, o sf eulste

SC

.2 de emhas vitaminas {("D." DY), For otpes ado.

una mee

wrtear una da canticad zo-

dessr ¢

nocida de la atra, le aua hane fectible La dstorminecidn, oome se
- hE -



demuestra & continuacidn:

Se mezclaren cantidades iguales de vitaminas "D:" y "D;"
(patrones secundarios), 30 mg <de cada una, se disclviercn an 0.2 ml
de deuternclinroformo, se pasd a un tubo de rescnancia y se corrld
gl espectro ¢on un ansho de barrlde de 5 ppm ¥ una extrensidn de

campn de I ppm rara separar y reglstrar teodas las serales.

La hase de los cilculos efectuados fueron los dos proto-
aes (h) d= la vitamina "D:;" {ver Estructura IV} los cuales repre-
sentan la tnica diferencla entre los Espectros 5 ¥ 6. De =sta for-
ma se realizé ia determinacidén cuantitativa de los dos isdmeros de

la vitamina "D" en forma simultansa

En el Espectro No., 7 ze muestran las senales obtenidas
de la mezecle de las vitaminas "D:" ¥ “Ds" ¥ a continuvacisdn se sefia-
lan los dasgplazamientos auimices de los protones de ecuerdo & las

Estructuras IV 3y V:

PROTONES DESPLAZAMIENTO QUIMICO
(A)(a) 0.55 ppm
(B)(v) 0.8-1.1 pem
(c)(e) 1.5 opm
(d) 1..1-2.0 pom
(D) 1.0-3.0
(E} (o) 2.0-2.0 opin

~ by -



(Continuacién}

PROTONES DESPLAZAMIENTO QUIMICO
(F)(f) 3.9 ppm
(GY (=) k.8-5.2 ppm
{h) 5.0 ppm
(H)Y (1) 6.0-6.5 . Ppm

- 18 -
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a).- Relacién tedrica entre lag Viteminas "D'-y "D." gn la mezcla:

Se pesﬁron’exactamanta 30.90 mg de vitamina "D;" (patrén

secundaris) ¥:30. 45 me de vitamlna "Dz" (patrén secundarie).

S1 relaclonamos los pesos de "D3" en "D:". tenemos:

D"/ "Dp" = 30,94 / 30.45 = 1.01

Se eliglié aste relacidn de pesos, ya que sl la concentra-
clén de una de las vitaminas es mucho mayer que la otra, al ajustar
el amplificader del aparato para graficar al maximo las sefiales de
la vitamina con mayer concentracién, las sefales de la otra vitami-
na serian muy opequehas. asi como sus Iintegraclones, dificultando

la precisidn del método que deseabamos aplicar en la mezcla,

L.a mezcla de vitaminas "D;" vy "D;" se disolvid en 0.3 ml
de deuterncloroformo, se pasd a un tubo de rescnanclia y se corrid
el Espectro No. 7 con un ancho de barrido de 5 rpm 7 una extonslién

de campo de /I pom para separar y reglstrar todas las sefalas.

1
S
(=1

f



b).- Relaclén entre las vitaminas "D>" vy "Dy" obtenida en la

prActica por RMH:

En base al Espectro No. 7 se efectuaron log calculos

slegulentes:

- Los dos protones {(h) de la vitamina "D:" locallzadoes
en 5.4 ppm tienen una integracién de &, que dividido
entre 2, resultan 2 unidadas para cada protén de la
vitamina "Dz".

- El numero total de hldrégenos de la vitamina "D:" es
igual a 4L gue multiplicados por 2 unidades, correspon-
dientes a cada uno de ©llos en la integracldn, tenemos:

L % 2 = 88 unidades (Integracién total para l=a
vitamina "n-")

- La integracién total en el espectro de la mezcla "D;"
¥y "D3" es igual a 185 unidades. Si restamos a este ni-
mero la integracidn total de la vitamina "D." obtenida
en los caAlculos anteriores, resulta:

18% - 88 = ¢7 unidades (Integraclin total para la
vitamina "D;")

-~ La sstructura quimica de la vitamina "D;" tlene L& pro-
tones también, por lo gque, si dividimos la intezracién
total de la vitamina "D." obtenida anteriormente entre

@l ndmero de protones, obtendremos cuantas unidades

- 51 -



equlivelen a cada hidrdgeno de la vitamina "Dy":

97 / Lk = 2.2 unidades (para cada protén de "Da")
Los pesos moleculares de las dos vitaminas son:
vitamlna "D:" : 396.66
vitamina "Dy : 384,65
Multiplicamos estos pesos moleculares por las unldades
de intepraclion eauivalentes a cada protén de "D2" .y

"D,2*, resultando lasg sigulentes relaciones molares:

Vitamina "D:" : 396.66 x 2.0 = 793.32
Vitamina "D3"™ : 38u4.65 x 2.2 = B846.23
Relacionando "Dy" en "D:z", obtenemos:

"p," / "D2" = 8U6.23 / 793.32 = 1,06

Resumiendo los célculos anterlores:

Vitamina "D," = Intesracién '"pico de ref." x 396.66
2
o blen,
Vitamina "D;" = Integraclidén "plco de ref." x 198.33
[Int.Total-{(Int, "rico raf"xi4)Ix384.65
2

Vitamina "D;" =

b

o blen,

Vitamina "D;"= {Int.Total-{Int."pico ref"x22)1x8. 742
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obtenid

hle No., 3 se anpntan ias expariencle

En le

er 10 wezcias de vitaminas "D." » "D-" utilizande el preocedimiernto
antes deccritn, Ei e¢jomple desarrcllado ss aneva a la2 misma Tabla

como la muestra Noo 1.



TABLA No. 3

No. de Muestra Integracién Total Integracién "Pico de Relacidén Experimental Relacibn Tebrica
de cada Espectro Referencia” D3/D2 por R M N n3/Dz
(scial a 5.1 ppm)
1 185.0 4.0 1.06 1.01
2 180.0 4.0 1.01 0.98
3 167.0 3.5 1.13 1.15
4 166.5 3.5 1.12 1.08
5 145.0 3.0 1.16 1.18
[ 188.0 4.0 1.10 .11
7 197.0 4.5 0.95 1.01
8 190.0 4.0 1.12 1.12
9 200.0 4.5 0.98 0.99

in 185.0 4.0 1.06 1.04



3).- Mezcla de Vitaminas "A" y "p"

En medicamentss es fracuente epcontrar prevarados de vi-
taminas “A" y "D.'. En este trabajo se realizaron varias mezmclas
con los patrones secundatlos de vitamina "A" f{en forma de aceta%o
y palmitato) y vitamina "D-" logrando su determinacién cuantitati-
va por el método fe Rescnancla Magnética Nuclear Protdnica emplean~
do como base de los calculos la integracidn del metilo angular de

la vitamina "D:" localizado en el espectro de la mezcle a 0,55 ppm.



A).~ Mezcla de vitamina "A'-acetato (en asceite) v vitamina “D.":

a).- Relacién tedrica en la mezcle "A'-acetato y "D:

Se hicleron diferentes mezclas de ias vitaminas "A"-ace-
tato en acefte y "D-" (variando sus proporciones en peso) buscando
que las integraciones obtenidas de sus espectros fueran lo suficien-

temente medibles. Se tomd como ejemplo el siguiente:

Se mezclaron exactamente las cantidades de cada vitamina
{patrones secundarlos), anotadas a continuacidn:
Vitamina "A"-acetato en aceite -~--=—--- 145 mg

Vitamina "D, = eee—eee 87.5 mg

Como el patrén secundaric de la vitamina "A'-acetato em=
Pleado contiens 3U.U48% de vitamina v el resto es el aceite que se
utiliza como conservador, la cantidad pesada tlene exactamente, deo
vitamina "A"-acetato:

145 mg mme e ———— 100%

"x" mg --me—meee 304.48%

Por lo tante, la relacldn real "D:"/"A" cc ifgual a:

"D/ MAN - 87.5 / 50 = 1.7%



b).- Feleclédn entre ias vitaminas "A"-acetats v "Du.™

obtenida en la pracrtica por EiN:

Las centidades mencionadas de vitamina “A"-acetatc en
aceite y vitamina "D:", =2 disolvieron y mezclaron con 0.3 ml de
deuteroclornformn, se pasd a un tubo de resonanclia vy se corrié el

Espactro No. 8 con un ancho de barrido de § ppm ¥y una oxtensisdn

de campo de & ppm rara separar y registrar todae las ssehales.

Los rélculos de ncuardo al Espectro Nec. 8 son los si-
guientes:

-La sefial que aparece a 0.55 ppm y que llamaremons "plco
de referencia", por ser la base de los cAlculos, tisne una Integra-
cién igual a 5. que dividido entre los 3 protones del metilo de la
vitamina "D;" que repressnta, results que ! hidrégeno de la vita-

mina "D:" aquivale a 1.66 unidades de la integracioén.

-La Integracidén Total cerresvondiente a la vitamina "Dz "
sera el resultadn de muitipiicar 1.66 por el nimern de hidrégenos
que contiene su estructure mnlecular:

1.66 % ol = 73.0L (Integracién para la vitamina "p;")

-La Intesraclén Total mediZa en 2]l sspectro es de .95

unidades. Restando lo cerrescondiente 2 la vitamina "Dp", obtendre-
mos la integracidédn para 'a vitamina "a" mas el acelte:
195 -~ 73.04 = 121.96 {Integraciér psra la vitamina "a"

¥y el aceite)



- Como el porcentaie de Integracidn de la vitamina "A"-

acetato gue s empled en la mezcla fus de

te {antes de efectuar 12 mezcla se corridé urn espectro del patrén
secundario Ze la vitamire "A"-acetato pra calcular el porcentaje
de la integracldn entre vitamina y aceite de acuerdo a! método ex-
plicado en !‘a pagina 24), obtenemos la Iintegracldn pars la vitami-

na "A"-acetato de la siwvulente wancra:

121.96 unidades ~--------= 100%

n,n

x" unidades ---------- 31.6%

"x" = 38.54 unicdades (Intesracioéon para la
vitamina "A"-acetato sols)

- Dividiendo este dltimo resultado entre el nimerc total

de hidroégenos de la vitamina "A"-acetato gus es igual a 32, tenemos:
38.54 / 32 = 1.20 unidades (para cada protén de "a")
- Multipilicando respectivamente el eguivalente 2 un pro-
tén »n unidades de integracién por el peso molecular de cada vita-

mina, cobtendremes las slpulentes relaciones molares:

Vitamina "A"-acetato: 3i6.45 x 1.20 = 379.74

Vitamina "D,": 396.66 x 1.66 = 658,05



- Relacionando "D2" / "A", resulta:
658.05 / 379.74 = 1.73
Esto significa aue por cada gramo de vitamlina "A"-ace-

tato hay 1.73 gramos de vitamina "D.".

- Resumiendo los célculos anteriores, tenemos:

Vitamina "D:" = Integracién "pico de refl" x 396.66
3
o blen.
Vitamina "D:" = Integracidn "pico de ref." x 132.22

[Int.Total~{Int."pico ref. "xli)IxXint. "A"x316.05
3

Vit."A'-acet. =

100 x 32

o blen.

Vit."A"-acet.={Int.Total-(Int."pico ref."x10.66)x%¥Int."A'"x0, 09889
En la Tabla No. ! se resumen los resultados obtenldos en

10 mezclas diferentes de vitaminas "A"-acetato y "D:". El eJemplo

desarrollade anteriormente se anota como la musstra No. 1 en el

mismo resumen.
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TABLA No. 4

No. de Integracién Total Integracién "Pico Integracidén "D2' Integracidén "A'-acetuto Relacién experimental  Relacién Tebrica

Muestra de cada Espectro. de Referencia' (resultado de los (resultado de los D2/A-acetsto D2/A-acetato
(sefinal a 1.0 ppm) cllculos) por el chlculos) por el por RM N
Peso Molecular Peso Molecular
(396.66) (316.45)
1 195 5.0 658.45 379.74 1.73 1.7%
2 . 192 4.5 594.99 393.74 1.51 1.54
3 200 5.0 661.10 395.83 1.67 1.65
4 197 5.0 661.10 386.45 1.71 1.73
5 199 5.5 727.21 369.79 1.96 1.97
184 5.0 661.10 345.83 1.91 1.91
7 180 4.5 594.99 356.25 1.67 1.70
8 186 5.0 661.10 352.08 1.87 1.85
9 196 5.5 727.21 360.41 2.01 1.99

10 197 5.5 727.2 363.54 2.00 2.0



B).- Mezcla de vitamina "A"-pailmiteto y vitamina "D.":

a). - Rolacién tedrice en la mezcla "A"-palmitato - "D.":

Después de la expariencla obtenlda en el eiemplo de la

vitamina "A"-acetato y "D;" (par. 58). £z mezclaron cantidades en

" para obtener

relacidn eproximada uno a uro de "A"-paimitato v "D:
integraciones medibles y senrales prorercionadas. Asi logramos, an

culos para la cuantificacién

base a la Integracién, elaborar los
de cada una de las vitaminas en la mezzcla. MAS adelante proponemos
un procedimiento especiflco para ajustar esta técnlca de acuerdo a
las cantldades usuales en faArmacos.

En gsta parte del estudio, se mezclaron exactamente las
slgulentes cantidades de las dos vitaminas (patronss secundarios):

Vitamina "A"-palmitato ---~------ 67.8 mg

Vitamina "0;" s 73.8 mg

La vitamina "A"-palmitato empleada tiene una concentra-
cidén da 97.5%, por lo que en realldad tenemos 65.10 mg. La relaclén

"Dy / A" ey ilgual a 73.8 / 66.:0 = 1.11

La mezcla se dlsolvid en 0.3 mi de deuterocloroformo, se
rasé a un tubs de resonancla y sc corrid el Espechtro No. 2,  con un
ancho de barrido de 5 pom y una axtonsién de campo de 4 ppm para

registrar y separar todas las senales.
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b).- Relacién entre las vitaminas "A"-palmitato ¥ "D."

obtenida en la practica por RNN:

De acuerdo al Espectro Ne. 2 se reallzaron los sirgulen-

tey célculos:

- La Integraclién del "vico d2 referencia'" correspondien-
te 5! me*llo angular de la vitamina "D:" locallzado a
0.55 ppm es igual a 6§ unidades que divididas entre los
3 hidrégenos resultan 2.0 unidades do la integracién

para cada protén de la vivamina "D;".

~ Multipifcardo 2 {unidades de la Integracidn para cada
protén de "D:") por el numera total de hidrdegenos en la
estructura molacular de la virtamina "D2", tendremos sl

total de la integracién para la vitamina "D:'":
6 / 3) x 4l = 88 unidaedes (de la lntegracién)
-~ La Integraclidén Total medida eon el escectro es de 178
unidades. Si restamos lo correspondlente a la vitamina

"D.", obtenemos:

178 -~ 88 = 90 unldades (integracién para la vit.
"A"-palmltato y -aceite)



- El porcentaje de vitamina "a'-palmitato qu2 se empled

rara la mezcle fue de 97.5% ¥, por lo quer

90 un!dades --—-——----- 100 %
"x" unidades ---------- 97.5 %
"x" = 87.75 unidades {Integraclén rotal

para la vitamina "A"-palmitato sola)
~ Ahora dividimos la Iintegracién total pare la vitamina
"A"-palmitato obtenide arriba entre el numero de hidrdégenocs

que contiene la estructura molecular de estms compuesto:

87.75/ 60 = 1,u6 unldades(para cada protdn de

la vitamina "A"—palmitatﬂ
- Multiplicando respectivemente los pesos moleculares de
las dos vitaminas por el egulvalente a unr protédn en la

integracién., tenemos las slpulentes relaclones molares:

vitamina "A"-palmitato: U96.86 x 1.46 = 726.65
vVitamina "D.": 396.66 x 2.00 = 793.32

- Relacionando "D," / M"a"  resulta:

"M/ MAY = 793,32 / 725.65

»
o
Jed



- Resumiendo los calcules anteriores, tenemos:

Vitamira "D»" = Integracidén "pico de ref." x 396.66
2

o bien,

Vitamina "D," = Integraclién "plco de ref." x 132.22

{Int.Tot.-{Int."pico ref"xUi)]Ix%"A"xl96. 86
3
vit."A"-palm. =

100 x 60
o blen,
Vit."A"-palm.=[Int.tol.-(Int.pico ref.xih.666)]xX"A"x0.08281
Siguiendo el progedimiento anterlor, en la Tabla lHo. 5 se
conjuntan los resultados obtenldos en 10 mezclas de vitaminas "A"-

palmitato y "D:". EL ejemplo desarrollado se anexa en la misma tabla

como la muestra No. 1.
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TABLA No. _5

No. dé Integracién Total Integracibn "Pico Integracibn 'D2" Integracién "A'-palmitato Relacién experimental = Relacién tebrica

Muestra de cada Espectro  de Referencia' {resultado de los (resultado de los D2/A-palmitato D2/ A-palmitato
(senal a 1.0 ppm) céilculos por el  cflculos)por el por RM N

Peso Molecular Peso Molecular

{396.66) (496.86)
1 178.0 6.0 793.32 726.65 1.09 1.11
2 148.5 5.0 661.10 606.92 1.08 1.10
3 195.0 6.5 859.43 804.74 1.06 1.08
q 165.5 5.5 727.21 684,97 1.06 1.07
5 150.0 5.0 661.10 619.03 1.06 1.07
6 175.5 6.0 793.32 706.52 1.12 1.10
7 187.0 6.0 793.32 799.35 0.99 1.03
8 193.0 6.5 859.43 788.59 1.08 1.11
9 180.0 6.0 793.32 742.83 1.06 1.09

10 157.5 5.5 727.21 620.37 1.17 1.18



ﬁ)-f Aplicaci6n del método en medicamentosg

L.a metodologia explicada anteriormente se aplicd a pre-
parados farmacéuticos comerclales de los cuales se logrd eliminar
el exclpiente. Los resultados fueron comparados con ‘la cantidad

establecida en el marbete.

A).- Medicamento I:

Datos:

Granulado

Contenide neto por ampolleta: 2 gramos
Marbete:

Vitamina "A"-palmitato: 400,000 U.I.
Vitamina "D;'": 600,000 U.I

Exciplente c.b.p.: 2 g

Si sabemos que 1 mg de vitamina "A"-palmitato correspon-

de a 1,800 U.1., tenemos que:
1 mg —emmem— e 1,800 U.I.
"x" mg ———m—m——e— 400,000 U.I.
"x" = 222.2 mg de vitamina "A"-palmltato

en 2 g del Medicamento I.
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