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IN'T'RC>DUC:CIC>N 

Las v!. ta.minas 5on compuestos esenciales parn el metabo­

lismo de lo!:> se-r8s •:i vos y se encuentran dJ strlbu!das ampllamBr:­

to en los Jnas rliversos productos naturales. El hombre naceslta de 

estos compues~ns y lo~ toma dir0ctamente de lo~ productos quP los 

contienen o en forma a~ medicamentos que generalmente son concen­

trados da un producto nRt11rnl o compuestos sin~étic0s. 

La inve~tl~ncJ6n sobre m&tortos analitlcos pura la deter­

minación de vitaminas es tan abundante como variada. Los primeros 

estudios tuvieron principalmente una base cualitativa. A partir do 

observaciones generales se desarrollaron métodos de ensayo, basa­

dos en las respuestas animales. para medir la potencia y distribu­

ción de las vitaminas. El bioensayo es el procedimiento más anti­

guo y.actualmente sg sJgue empleando para medir el efecto nutricio­

nal, lo cual significa la cantidad del nutriente aprovechable por 

el animal. Tnm~ión so uti!iza como comprobación de otros métodos. 

Debldo a la necesidad da realizar análisis rutinarios 

de vitflm!nas qll8 resuJ taran más rápidos, económicos y cuyos limi­

tes de error fueran reducidos, surg[eron los m~todos fis!coquimi-

e.os con J..u8 cu<:tlt::~ ~""'"' ."'...o¡.0:rG medir .!.a cn11::!.~<J.d to tul de •_ti te.mine. 

presente en una ~ues~ra, con resultados reproducibles. 
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Tanto los métcdos biológ:L(:os cc:no los fisi..-:oquimtcos 

son vá11dos dependiendo del fin que .s~ rer~:lgn. ya soa ] a deter­

ml~ncJón de la actividnd biológica o :a cuentlrfcac!ón de ln v!­

tamina como c0ntrol ~~ ca:idad en muestras. 

Ls cl~Riflcación ~enB~al de 1ns vltem1nns se basa 0n 

su solubilidad, dividiór.dose en dos grupo~::; pr:rv:-i.pais-~: hi·:irC"ISO'lu­

bles y llposolubles. Dentro del último grupo HG encuentran, entre 

otras, "._~s vltaminfls "A" y "D" que son !n~=t~b.:.c>s en prcsen12ia de 

oxígeno y l'.lZ, lo q'Je h:tce que el fA.ctor tiempo sea dete:·mlnanto 

e~ la eficl~ncin duJ ffi6tnd0 unnlftlco seleccionado parR Sil d8~er-

minaclón. y como gen0~almente el conteP . .ldo vitamini.-::n on !)roductos 

naturales e-R b?.jo -:_? mnyor su 1:iempo d~ mo.nipuln~ión, nu:nentan lP.s 

pro~ahilidades de error por descompostctón de la vltam~na. 

En medicamentos. los probl~.:;ma:::; para cunnti.ficar las vi­

taminas disminuyen porque les concen"tracion·~s sor. moyonrn y' solo 

hay que elimir.nr excip~ontes y antloxidante5. 

Lvs métodos f.i . .si.coquimi•;o.:; emplead.os para lH. detP.rm~.­

nnclón de vitaminas "A11 y 11 n"', y sobre los que más t:!'"nbajos ss han 

publicado, son: ln 0spGCtro.scopia de Ul1.:raviolec.a (1.). !~ ·'::-0 -

matozrafia d~ gases (2,3) y 10 Cromatogrnfia ~n capa rtnR (1). 

En ln mayoria de Rstos trabajos la cuant!ficaci6n ~e llev~ 9 
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cabo separando la vi~amina q11e se 1csee determinar, ae la~ n~ras 

vitaminas. pues su an,lisis simultáneo causa interfarcncJas ~n 

sl método. 

En este trabajo se emplea la tócnica de Reson;)nr:i3. MaP."­

nética Nuclear Protónica (R~l) que desde su apar1c16n en 19h5 ha 

ido iranando cada vez mas Jmportancia. no solo en la dc"t:er'ílir.9.clón 

de estructu!'as, s1no como armn en el anb . .11sis cuantltatl.vo, po:"que 

a pesar de que se utiliza mayor cantidad de muestra cor.iparada r.on 

otras técnicns, proporciona métodos rápidos, la muestra no se des­

truye, y en la mayoría de los casos, no se requiere trabajo quími­

co exces t vo. 

Especiflcamente. este trabajo se avocó a la determinación 

cuantitativa y .simultánea de vitamlnns "A" y "D" en mezclas, lo 

Cual viene a eJ im1 nar 1 as desventajas que otros m'3todos rutinarios 

presentan. 
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BASF.S 'T'EORICAS 

La Resonancia Magnétic8. Nuclear {RMN) es t:.na técnica es­

pectroscópica de gran inportanc!a en ln determinación de estructu­

ras molecule:-As. los roclr.ntes avances ""'n lnstr11ment;acl6n y el uso 

de microceldas y ~cc0sor!os de cornputarización han !o~rado que se 

extienda su 0111pteo en óreas que requieren una grnn exactitud como 

es el caso del anAJJsis f'arMacóutico. 

La resonancia Magnótica Nuclenr es una foi:"ma. de ospectros-

copia de absorcJ.6n. R~jo condiciones apropiadas. una sustancLa 

puede absorber redlación electromagn6tica en la región de Radiofre­

cuencia, d8pend1endo dB las cnracteristlcas de lA muestra. 

Las .propiedad~s magnétlcas de ciertos núcleos. 5e pueden 

explicar pe~fecta.m~nte suponiendo que la carga nuclear está. giran­

do al derredor de un eje, lo que hace que estos n6cleos tengan un 

momento angular quf? <>e representa por GJ. número cuántico do spin, 

I. al cual SA le asignan valores de medio en medio dopandiendo del 

núcleo en particular. 

En los núcleos que tienen un número impar de protones o 

un número tmpar de neutrones, pero no ambos impares, el núm~ro cuán­

tico de spin es fraccionario y depende de este valor el número de 

orientaciones posibles que pueae tener un n~cl~o I'1·01~ta a un ~ampo 

magnético. Cada orientación repres~nln un nivel de ~ne~ei1 y la Re­

sonancia MaF,nétlca Nuclear consiste en detecta~ las pBqueñas canti-
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dades de ~nergía cn:~l.ida o absorbida cuando el núcl8o pasa de un 

nivel energético a otro. 

El crnple0 d"J la Re.c:;onancia Magnét:ica Nuclear depende de 

la medida e in>:orpri'?tte.ción de cuatro parámetros. estos son: 

1). - La pos'c.iér, di.~ lo .f>efi.:ü o desplazamiento quimico: 

La posición rie lR senol sirve para identlflcat· e: tipo 

de protones basándnse en su ambien~e electrónico circundante y ~e 

define como la distancia de una se~al de re~onancia debido a cierto 

protón con respecto a un~ señal de referencia arbitrarla. El com­

puesto de referGncia corr:únm0nte empleado es el Tetrametilsilano 

(TMS: (Cl-h)L<Sl). Este compuesto tiene estructura simétrica· y todos 

los protones son idénticos, por lo que el TMS presenta una sola 

lln0a aguda de resohanc1a on diferente posición a la de las senales 

originadas por otros compt_1estos. Ademas, el TMS es qt1imicnmente 

inerte, relativamente volátil y r;;oluble en la mayorla de lofl disol­

ventes orgánicos. 

El desplRzamiento quimico tiene un valor relativo '' S 1' 

(Delta) que no tiP.ne unidades específicas pero se da en partes por 

millón (ppm) y sus valores en Resonancia Magnética Nuclear Protó­

nica van de O a 20. Otra forma de expresar el desplazaílliento quí­

mico es en "Tó " (Tao). que equivale a: 10 - S 
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2).-MultiplicidRd: 

La multipllcidad dR una banda estfi determinada por el núme­

ro de protones ''n'' megnóticamente equivalentes en átomos V8Cinos Y 

es igual a: ~ ~ !. Si los protonRs del fitomo ''B'' son afectados por 

protones de á':omos "fo.'' :,~ "C" que no son equ!va1ente5. J.a :nult!pli­

cldact de '1 B'' es igual a: (nA • l)(nC + 1) donde nA y ne son Al nú­

mero de protones equl ·1al en tes de "A" y "C". respec't l vam0nt?~, produ-

ciando una seftal múltiple. 

3).-Constante de Acoplnmlento ''J'': 

La constante de acoplamlentv se dof ine como la ~epnrat:ión 

en Hertz entre picos adyacentes en una señal múltiple. El análisis 

de un espectro de Re~onnncia MaenéticR Nuclear Prot6nica se simpli­

fica. considerablemente s l l::.t diferencia en el desplazamlento qui mi­

co de dos g~upos que interaccionan entre si respe~to a su constante 

de acoplamiento. es decir. cuando~" /J ) ?, donde "/::;....¡" es la di..: 

ferenc!a de desplazamientos químicos expresada en Hertz. A estos 

espectros se les llama de Primer orden. 

A).-Areas de los picos o Integración: 

Uno de los aspectos stngularcs de los espectros de RMN 

es le proporcionalidad dirocta entro las áreas de loA picos y el 

número de núcleos que los producen. Así, si una señal identificable 

de la muestra no se traslapA. con las otras seña.les ue absorción, 

puede emplearse el área de est:e pico para establecer el número total 

de protones del compuesto. Las muestras no necesitan ser com -
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pletamente puras, muestras con picos de impurezas no lnt~rfieren 

seriamente con el compuesto analizado si sus absorciones no ~e so­

breponen. 

Para la medición directa del área de los picos, los mo­

dernos registradores están ogulpados con integradores electrónicos 

los cuales alcanzan una exactitud de ~ 2% lo que los hace útiles 

para su empleo en anftlisis cuantitativo. El trazo del integrador 

se registra sobre el espectro y la altura de los desniveles de la 

linea de integración nos da la medida del área en unidadon arbi­

trarlas. Basada en éste parámetro, la Resonnncin Magnética Nuclear 

se he utilizado con éxito para el análisis cuantitativo de mezclas; 

algunos con la adición de un estandar interno el cual debe apare­

cer como un'' solo pico fino completam"en te separado dP las señales 

de Jo~ dem&s comnon~ntAs con ~os cuales no debo reaccionar. 
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Instrumentación: 

Un espectrómetro de Resonancia Magnética Nuclear cons~a 

de las slgulentes partes: 

A).- Un IMAN DE CAMPO INTENSO, estable y homogéneo. El campo debe 

rnentenersa constante en el drraa do muestras y durante el lapso gue 

dure la d~terminaclón. 

B).- Un GENERADOR DE BARRIDO que sumtnlatra corriente eléctrtca di­

recta variable a un im&n ~ecundarlo. de modo que el campo magnéti­

co total aplicado se pueda variar dontro de un margen lin1!tado. 

C).- Un OSCILADOR DE RADIOFRECUENCIA (Transmisor) conectado a una 

bobina que· transmite energía a la muestra en dlrecci6n perpendicu­

lar al campo magnético. 

D).- Un RECEPTOR DE RADIOFRECUENCIA conectado a una bobinR que ro­

dea a la muestra. colocada perpendicularmente respecto al campo 

magnético. 

E).- Un SISTEMA DE LECTURA que corista de un AMPLIFICADOR y de un 

REGISTRADOR. 

F). - Un RECIPIENTE P.A.RA MUESTRAS, g·enernlmento un tubo de vidrio 
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que se hncP glrar mediante una turblna accionada con aire, para 

homogeneizar el c~mpo magnético ~obre la muestra. 
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PARTE EXPERIMENTAL V RESULTADOS 

Pe~rones y Reactivos utilizados: 

- V!tarn.ina "A11 -acetn.to (Retinol-acctato) ~:rn ncei"t~. 

Me~ck. Parn fines bioquímicos. 

- Vitamina "A"-palmi t;ito ( Retlnol-pulml tato). 

Merck. Para fines b!oquimicos. 

- Vitamina 11 02 '' (Calclfero!). 

Merck. Para f'ines comparativos cromato~ráflcos. 

- Vitamina "D 1 " (Ergocalcifero~). 

Merck. Para f' in es compnra"!:.!.vc:; cromatagráf leos. 

- Douterocloroformo (con y sin Tetrame~llsll~no). 

Merck. Para fines espectroscópicos. 

- '!.'etrametllsll~JlO ('i!•íS). 

Merck. 
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Aoarato empleado: 

ESPECTROFOTOMETRO .OE RESONANCIA MAGNETICA llUCLEAR 

Marcn: VARIA!I 

Modelo: EM-390 

Radiofrecuencia: 90 MHZ 

Intensidad de campo magnético: 21,1.hO GAUSS 
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1. - Vi t/:lrnlna "A" 

La vitamina "A" pura e.e; _;_¡rnstable aJ nire (()xíeono atmos­

férico), a la luz y a la ~emperatura. Los ósteres de la v!~dm!na 

"A". acetato y pal mí '":tl. to, son emplet>.dos e~ preparacJonP<.: fnrrna·::óu­

tlcas por ser más estable~. con la ventaja de que ~or1serva~ las mis­

mas propiedades farmecolf-s-io:us que la vitamina "A" en for·'"~ de e.J.­

cohol. Para evltl'lr al máxb10 ln posible descomposicJón de J..,_ v.itf.\­

mina "A" se preparan me:-:..;las dol éster de Ja vi t:amlna cor. n~i:Jl tes, 

se agregan antioxidantes c,....,no pueden ser alfa-to:::ofe!'ol9s, hid;:o­

qu!nonn y galato de prorilr, cn~rc otros. 

La vitamina "A" se ha aislaci".'.t en forme purn y se elabora 

por sintesis. Muchos preparados utilizados son concentrado~ de vi­

tamina "A"· de :fuentes anll'T!ales (aceites de peces): por lo tant:o. 

para establecer su actividad deben valorarse estos concentrad~s en 

comparación con un prepa~ado patrón. 

Como los preparados comerci~les vienen valorado~ en uni­

dades internacionales. detd recordarse que una unidad lnternacJo­

nal (U.J.) de acetato de vitamina''~' equivale a 0.3fth ~lcrogramos 

de vitamina "A"-alcohcl patr:5n. En cuanto al palmitato de vitamina 

11 A'', una unidad lnternacion~l equivale a 0.555 micro~ramos de vjta­

mlna "A"-alcohol pura. Dr.> rnodo inverso, un miJigrarno de vlt:am:ria 

"A"-acetato y pal mi ta.to equi ·.1alen a 2. 900 y 1, 800 unidades 1.nterna­

clonales de v1.tam1nA. ".A."-rt:coho2., ¡'esp1:::cl..lvamente. 
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~n aceites de hígado de peces la concentración de vita­

mina "/l." es de cerca de 600, 000 U. l. por gramo. Estos acel tes pue­

den emplearse ~amo ~ales en formn de concontrndos o como m!".t~r.!.a 

prirr.a parn ln obten-:: lón d0 ln vi camina "A". 

E1 tr~bajo experimental desarrollado en esta tes!~ es 

el si~t:..lentr-: 

- Estudio espectroscópico por RMN de las vitaminas puras. 

- Estudio espectroscópico de mezclas pa~r6n. 

- Aplicación del método en medicamentos. 
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A). - Estudio espectroscópico por RMN de la vlt3mlna "A"-a_c~1:ato: 

Se pesaron 30 mg de vitamina "A11 -acetato en aceite de 

pescado y se disolvieron en 0.3 ml de deuterocloroformo. La mues­

tra se colocó en un tubo de resonancia y se corrió.el Espectro No. 

l. A cont!nuaci6n se señalan los desplazamientos químicos de los 

pro~ones de la vitamina (sin tomar en cuenta el aceite) da acuerdo 

a su ABtructura molecular (Estructura I): 

PROTONES MULTIPLICIDAD DESPLAZAMIENTO QUIMICO 

(a) 1.0 ppm 

(b) 1.3-1.7 ppm 

(e) 2.0 ppm 

(d) 2.0-2.5 ppm 

(e) d 4.7 ppm 

(f) 5,ó-6.9 ppm 

En f"ormas comerciales, el éster de vJ. tamina "A" se di­

suelve en aceite para evitnr al máximo su descomposición. Los acei­

tes en general son mezclas de ésteres de glicerina y ácidos grasos, 

presentando un espectro tipo. Su estructura general se muestra en 

la Estructura II. 

De acuerdo al Espectro No. 2 (que corresponde a aceite 

de pescado) podemos señalar los desplazamientos del mismo de la 

manera siguiente: 
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?ROTONES MULTIPLICIDAD DESPLAZAMIENT0 Q!HM!CO 

(A) 0.7 ppm 

(B) 1.3-~.7 ppm 

(C) 2. 0-2.:: ppm 

(D} 2.3 ppm 

(E) 1!. 2 ppm 

(F) 5." ~pm 

Conociendo ya la interpretación de los dr: .. splaz.amientot.. 

quim!cos relacionados con lns estructuras moleculares de 1A vltn­

m!na "A"-s.cetato Y del nceite, analizam?S el Esfectr·: fí·'l. 3 que 

corresponda a una muestra do 30 mg de vitaminP 1'A' 1-acetat0 en acei­

te, disuelta en o.~ ml de deuterocloroformo. Para separar las se~a­

les fue corrido este espectro a 5 ppm (con 11na eKtenslón de campo 

del! ppm mó.s, para rec-lstrar todas las señal8s). /\ continua'2'i0n 

se anotan los desplazamientos químicos correspondlen-res, ut:U.lz.nn­

do le-i:ras rr.ayúscul.'J.s pare los protones del aceite y 111lnú~".'::..i.~as ptl­

ra los de lP.. vlramina "A"-a·~i?.tat:o: 

PROTONES MULTIPLICIDAD DESPLAZAMI EN'!'O QUI MICO 

(A) 0.7 ppm 

(ü.) s l. o ppm 

(B)(b) l. 3-1. 7 ppffi 

(e) s 2.0 ppr.i 

(C) 2.0-2.3 ppm 
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(cont!nue.c!ón) 

PROTONES 

(d) 

(D) 

(E) 

(e) 

(F) 

(f) 

MULTIPLICIDAD 

d 

DESPLAZAMIENTO QUI MICO 

2.0-2.5 ppm 

2.8 ppm 

IJ. 2 ppm 

"· 7 
ppm 

5. lJ ppm 

5.6-6.9 pprr. 

De aquí se pueden elaborar cálculos (corno se indica mas 

adelante) pura do-<:orminar el contenido da vltamlna "A"-;J.c•-:itato 

pura en el aceite, siendo esta técnJca el primer aporte de la Re­

sonancln Magnética Nuclear Pro~ón!ca en la determinactón cuAntlta· 

'tÍVA de la vitamina ''A". 
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.:_ (0 
(a) (a) H 

HCXC CH3 l 
(b 1 ~, 
(/JJ H CH:¡ (fJ 

(d) (d 

H 
(f') 

(f') (d) 

H 

(a) (e) 

~C_.....A"'z-o-,¡-CH3 

1 o 
H H 
(0 (f'J 

VITAMINA "K'-ACETATO 

ESTRUCTURA I 
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ESPEC'l'RO No. 1 

Muestra: 

VITAMINA "A"-ACET:l.TO EN ACEITE 

Ancho de Barrido: 10 ppm 

Referencia t TMS 

nlso1vente: neuterocloroforr.10 
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(E) 11 (D) (C) (C) (F) (F) (C) (B) (A) 
CH¡--0-C-cH~tp;;--~cH=CH-CH;-<cH?,;--cH3 

(O) (C) {C) (F) (F) (C) (B) (A) 

(E} CM-O-C-~CM \--CM-CH=CH-CM--lCH '-CH 
: :2 

11 
2 • :?"n • :2 • :2 • 'Z'n 3 

o 
(0) {C) (C) (F) {FJ (C) (B} (A) 

CHz-0- C-CHz-{CH);;"-CHr-Ctt=CH-CH.z-<C~ CH5 

(E} 11 
o 

ESTRUCTURA GENERAL DE UN ACEITE 

ESTRUCTURA JI 



~"' 

Ancho ~~ Barrido: 10 ppm 

Reft>rcnc:i;:i: THS 
ni sol vent11: Dt>uteroc:toroform o 
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. "_ILa int<:!l'.]t""<lcióq quP Sf'.!: .. l"'tnplr.ñ p<1r;~ los ciilc11to5 run la 

¡c::~ntr«l (Ae:90:) 
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ESPECTRO ~Jo. 3 
;~~~~r?~~í :7 rr ido: ~H~Pltl f.xt. campo: 4 ppm 

nt!>.olv~nt:~: Deubiror.toroformo 
H\lf:!stra: 

Vl'r.!.MINA. "!\"-11.C'ET.1\TO EN ACEITP. 



a).- R~lación Teórica entre la Vitamina "A"-acetato y aceite: 

Patrón empleado: 
(patrón secundario) 

1 grnmo de vitamina "A"-acetato en aceite 

es igual a 1,000,000 de U.I. de vitamina 

"A". 

Teórlcam8nte t=enemo.5 ( li): 

1 mg de vitamina "A"-acetato pura 
"x" mg 

"x" 3U.lJ..82 me de vitamina "A"-acetato 

2. 900 u . .r. 
1,000.000 u.r. 

Lo que significa que en 1 gramo de muestra patrón (secundario) tenemos: 

341.l.82 mg de vitamina "A"-acetato 

655.18 mg de aceite 

Relación A~eite/Vitamina: 

655.18 
344.82 

Er:tn ú.!.tlma ri:.laclón sl8'nii'.lca que por cada gramo de vit:am1na "A"-

aceta-to en el p:i.tr6n empleado, hay 1.90 gramos de aceite. 

En por.centajes: 

Vi tamine. "A"-acetato -------- 311. 48X 

Aceite -------- 65.51% 
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b).- ReJ.ación entre la vitam.!.n~__:p..11 -ace-tato y aceite '.:>bt?"nida 

Para el estudio c•~antJtet!vo da cBda una ds lns vitaminas 

y mezclas de la~ ~ls~Rs, s0 procAdi6 R ecranderiza~ e! equip~ de 

RMN en máximas condic.:lones Ce estab~_lidad y reso.:uc!6r1. La !r1t0~-:ra-

ción se optlm17ó de acuerdo n lAo reelHs de opernción. l.os espec-

tros se corrieron a un encho de barrido do 5 y 10 pprn según el e~-

so y una extensión de campo de tt ppm para el regtstro de todas las 

se~nJ.es en los espectros corridos a 5 ppm. Se inta~~or0n ~ ctjforen-

tes amplitudes parB. sel~cclonar la más adecuada. 

Se pesaron exactamente 30 mg de vi.tam!na "A"-ace"t:ito en 

aceite (patrón secunctsrio) y s~ disolvió on 0.3 mJ de de1Jteroclo-

rofo;-mo. Se corrió el E.spect:ro No .. 3 y de acuerdo a .§ste se roal 1- · 

zaron los célcuJos sJ~u!entes: 

- El total d13 la integración m~~dida es de .!. 90 u!'"'.idados. 

- El ptco localtzado a 1.0 ppm correspondiPnte n los dos 

rr::e~ilos (protones "aº de la v.itamina), tten~ una inte-

gración igual a 12 que dividido entr~ los 6 h1dr6genos 

nos da un to tal de 2 unidades para cada protón de la 

vltamlna. Esta smiel se con~idera parA. esl.f;- unáll,;;;l..:; 

el "pico do ref0rencin 11
• 

- La vitamina "Au-Bcetato tiene en su '3Str·1.lctura ;2 hi-

drógenos. por lo q1_ie: 

32 X ? 6h unidades (Intog~aclón tntal pRre 1~ 
vitamina 11 A 11 -a-;::~t'3to ~ola) 
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?or difer~ncla. La lnt~grecl6n tot2J ra~a B~ oc~!te ~~ 

de 126 11~lde.des. 

- Para obtener ~l ~0rc~ntaje corrHspondlent0 ~ JB ;•{temina, 

de la integrP-.cJ.ón tctal. se 11i-'ect•la li! :::l<?.:1'1.~-~n!:•:? :r-lac.:!ón: 

190 ijf1ictades (de Lnte~rPci6n) :00·1. 

60 unidaci0s (de inte~~eció~) "x"~ 

- Por lo tanto. con.::lui.rnos c1us, dr::i !.a Jnteeraclón: 

Ac.gite: 

- R9laclón ~ 1 gramo de v1ta~tnn: 

66.32 ·' 33.68 ±._.-2..§. (por cada grum:- de '1 l t;am:tng 

hey 1.96 ~de ece~~e) 

Resumiendo los c~lculos efectuados en los PRr0s a~terlores: 

~Vl ta mina "A"-ace tato 

o bien. 

UV!tamina ''~'-acetato 

Ir.ter,-r~c lón_ "pi co _ _r~r_!.~ . .:'<32x100 

!nt9~~a~i6n t0tal x 6 

Integracitn ''pico r8f.: 

Integración total 

~Acel te 100 - XVLta~lna ''~'-acetato 

Se llevó a cabo el rrocedimiento deRcrito ~o~ 10 mue~trns 

de lo vi t:P..mine. "A"-A.cet.ato ídel mismo patrón ser.ur.dP.rlo> cn1o'té"-!'laC 

l~s resultados en la Tabln No. l, anntando el eJempl0 ues8r~oJtado 

como la muestra No.1. 
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No. de Mue~tra 

5 

6 

.10 

Integraci6n Total 
<le cada espectro 

190.l) 

178.0 

190.0 

153.0 

165.0 

197 .o 

125.5 

109.5 

139.0 

154 .o 

TABJ,/\ No. 

Intcgraci6n "Pico de 
Rcfcrcnci;i" 
(scfi.al a l. 00 ppm) 

12 .o 

11.0 

l2.0 

9 .5 

10.5 

13.0 

8.0 

7 .o 

9.0 

10.0 

lntcgraci6n tlc la 
Vj't.. 11A"-acetato 
(resultado dl.'.' lo:; 
dí.lculos) 

6·1.00 

58.66 

64 .00 

50.66 

56.00 

69.33 

42.66 

37 .33 

48.00 

53.33 

'~ Vitnmina "N' acetato 
(Je la lntegraci6n) 

33.llBt 

32 .95~, 

33 .6si 

33.llt. 

35. l9l 

33. 991'~ 

34 .78'b 

PHOMEDlO: 34. l•l ~ 

'l; Vitmninn "/\." -acet.1t1,: 3•J.11R~. 

(teórico) 



B).- Estudio espectros~ópico por RM?l de la vitamina "Aº-palmltato: 

El palmitato de vitamina "A" es más estable que la forma 

acetato y no necesita mezclars0 con grandes cantidades de aceite 

para su conservación. 

De acuerdo n la Estructura III, pode:uos interpretar el 

Espectro No. LL de la manera s!eu!ente: 

PROTONES 

(a) 

(b) 

(e) 

(d) 

(e) 

(f) 

MULTIPLICIDAD 

s 

d 
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DESPLAZAMIENTO QUIMICO 

0.9 ppm 

1. o ppm 

1. 2-1. 7 ppm 

1. 8-2. 5 ppm 

~. 7 ppm 

5.6-6.9 ppm 



(C,,aHsJ>J 

(d) 
-- CH

3 

H 
(f} 

(f) 

H 

H 
(~) 

(d) 

(•/ fdJ fe) tal 

~ .,......CHzo-n-cHz--(ct9i3"cH3 

1 o 
tf 

('f) 

VITAMINA nA11 -PALMITATO 

ESTRUCTURA m 
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¡:,.,) 
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:1~ 
! 
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1 
! 

1 
~ 

1 ~~~_,_....Ti~~~-/~~~/lA_ 
--¡ d ! 7 -- -,- 1 

1 ' 1 

1~1 
!____,,.,-­
. L:: .. :: __ ::__ , 

ESPli!.R~ 
Muestra: 

VIT1\MINI\ "11"-PALHTTi\TO 

Ancho d8 Barrldo: 5 ppm Ext.cair.po: 4 ppm 

Reí e rene i a : TKS 
lli r.ot vente: JJeu tC'rocloroformo 



Patrón emnleado: 1 r.Rramo d.;;i vitamina ''A"-palm~t:ato 

(patrón secund?rlo) on acRite es ieual a J'7~5.000 u.r. 
cti:.~ vita1¡1.Lna "A". 

Teórica:nent(..,. tenem:)s (l.l ): 

µalml ta to pur;J .i. 800 U. I. 

"x" mi': . '755.·JOO U.l. 

"x" 975.00 mr; dB vitamina "1i,."-palm!.tai:0 

Lo que sir,:-:iiflca que """ 1 p·ra1'!0 ctE> muestra pat:rón s1--.:?cunctsr!o, tenemos: 

975 mir de vltam!na "A"-pnlrnitato 

2 5 m~ di: nce.i te 

Relac.ión Vitamina/Aceite: (*) 

97.5 / 25 12 

Esta últ:.lma rAlacJón sJgniff.cn que por cada gramo ds oceite hny 3.9 

grame>s de v!tarr.tna "A"-pa.lmitnto, en e! patrón secundarJo er!l!'leado. 

En porcentaje¡;:-: 

VltA.mlna "A"-palmltato 

Aceite 

97.5ox 

2.50X 

(*) Se empleó la relación Vl t:amina/ Ace5. te, inversamente a ::..a utilizada 

en loR c!J.1~•110~ d'.J: la ·~,ft:h.rnlf'.R "A"-al'.:etato. sfwplementA P?.!"O. manejar 

números entqron. En es:c patrón la cantidad de aceite es mucho menor 

que en el de la vitamina "A"-ai:'!~tato. 
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b). - RelaGión entr~ la vitamina "A"-palmitato y aceite obt~,flidA_ 

De acuerdo al :!spec tro No. il .v tomfindo como refArencia 

la serial localizadry a J .• 00 ppm cor':'espondlen".:e a dos !'le tilos (pro-

tones "b" de la vi :-~r.ir.o 11 /1. 11
) • .se hizo ,~J e.:;tudlo po:- int"og:r'3.ción 

para snbe~ el cont:onido ~oslble d0 acei~e y conse~vador~s en la 

muestrn de v!tamlna ''~'-palml~nto (patr6n secundarlo) disolvlendo 

30 rn~ de Ja misma en O. 3 mJ de deuterocloroformo. pasándose .q un 

tubo de ~Asonanc!e ~~ c0rrfendo el espec~ro con un ancho de barrido 

de 5 ppm (oxtendiendo el campo a ppm nhs para registrar todas las 

.señalas). Los cálculo.J son los s1g-uientos: 

- La integrAción tata! medid~ en el espectro es igual a 

171J. unidRdef.>. 

- La sefial stcuada a 1.0 ppm (protone~ 11 b 11 ) tiene una In-

tegración igual R 17 unidades, que dividido entro los 

6 hidrógenos nos da un total de 2.83 unJdades para ca-

da hidrógeno de la vitamina. 

- La vitamina "A"-palmitato ti~nE< un tot:al de 60 hidr6-

genes, po~ lo que: 

60x?.A'3 169.80 u~i~ado~ (In~0graclóD Lo~al 
para la vJtamina "A"-pal­
r;¡ftato sola) 

- Restando este último valor a la integración totr:1J med!-

da en el ospcct:ro, teneu~s: 

l?U - lA?.Ao h.20 unidades (Integración total 
PHJ'B. to]. dCei te) 

- 32 -



- De lo anterior podemos d~d~cir: 

17ll unidades (Inte~ractór. ~otal) toox 

ll.20 unid:ide~ "x"~ 

"x" 2.li1~; (po::-centaj.~ de ac,::;i~te 

¿8 la inr.effración) 

- Finalmente. !os porcentajes de vitamina y ~ceit¿, de 

le integración, corresponden a: 

Vitamina ''A"-pnlmitato: 97.58" 

Aceite: 

- Resumiendo !os c~J.culos anteriores. tenomos: 

Y.Vit."A"-palmitato= lntiar;raclón "pico ref."xóOx.'...00 

Integrac!ón t0ta1 x 6 

o bien, 

~Aceite 100 - ~ Vitamlna "A"-;:mlmi.tato 

Se efectuaron en total 10 repetlclo11es d0l procedimiento 

descrJto con el patrón sec1lndario de la vitn~l~a ''A''-palmita~o y 

el resultado de estas experlencias se reportan en la TabJ.n Mo.2, 

en 10 cual se anotó como la muestra No.l el ejemplo que fue aesa-

rrollndC>. 
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No. de Mucstr3 

10 

Intcgrnci6n Total 
de ca<la Espectro. 

17·1. o 

l83.0 

163.4 

179.0 

191.0 

187. o 

123 .o 

192 .o 

17-L5 

135.0 

TABLA No. 

Intcgraci6n "Pico de 
Rcfcrcnc_ia . 11 

(señal a O .9 ppm) 

17 

18 

16 

17 

19 

18 

12 

19 

17 

13 

Integración de la 
Vit. ''A''-palmitato 
(resultado de los 
cálculos) 

169.80 

180.00 

159.9!) 

109.99 

189.99 

180.00 

120.00 

189 .99 

169. 99 

129.99 

% Vitamina ºA''-palmitato 
(de la integrnci6n) 

l'HOMEDIO: 

97. 58% 

98 .36º, 

97 .85'• 

94.9n 

99.47\ 

96.z5i 

97. 56~ 

98. 95t 

97 .42i 

96.29% 

% Vitrunin:i. "/\" - p'1.lm.it~tu: 
(tc6rico) 



2).- Vitamina ''D'' 

La vitamina 11 0 11 sA forma a pqrtir ae provitan1nas ¡1or 

acción de los rasos ut travioletn. 

Exl::;ten por lo menos diez formas químicas distintas de 

vitamlna "D" y su~; corrospondientes provltaminas, de ellas sólo 

son de importancia dos: el Ergosterol y el 7-Dehldrocolesterol y 

sus productos de irradiación ultravioleta, las vi ta!lllnas 11 D2 " o 

Ergocalclferol y ''D1'' o Colecalciferol. respectivamente. 

En la piel humana, la de los mamíferos y aves existe la 

prov1.tamina ?-Dehidrocolesterol, formada por bioslntesls. que por 

acción del sol <Je transforma. en vi tal11! na "D:i" o CoJ ecnlcl fo rol. En 

loH vegetales, corno las levaduras, oxiste e] Ergos te rol. que por 

irradiación :1Jtravioletn s~ transformn en vitamina ''D~' 1 o Ereocal­

ciferol. En ambos casos, los rayos ultra•1ioleta provocan lH aper­

tura del anillo "B11 en la posición e,, y r. 1 o, formó.nctose un nuevo 

doble enlace en les posiciones C1 n y C1 ?, adquiriendo con esto las 

sustancias formadas. propiedades caracteristicas de la vitamina 

"O" (ver esquemas I y II). 

La deficie \Cia. de vi tamlna no" provoca en el hombro y en 

.los animales el raquitismo cuyos trnnstornos se manif'lestan princi­

palmente en alteraciones óseas. 
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Existen dos tipos de preparados d~ vi tami.na "D": los de 

fuente natural, como son loa aceites de ti.ígado de peces y los sin­

téticos como son: los mul tlvitaminicos con sales de ca.lelo. los que 

contienen exclusivamente vitamtna 11 0 11 y los preparados oleosos o 

hidrosolubles de vite.1ninns "A" y "D''. 
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HO 

ERGOSTEROL 
6 

V/TAMINA-''D2 " (ERGOCALCIFEROL) 

ESQUEMA I 



?-DEHIDROCOLESTEROL 
6 

VITAMINA -"D:/ (COLECALCIFEROL) 

ESQUEMA Ir 



A).- Es~udlo espectrosc~~lco por RMN de la 

vitamina 1'D2'1 (Ergo~alciferol): 

Para el ostttdio por ~esonancia Magnétjca Nu~lea- fueron 

disueltos en 0.3 ml <""1·:: d<==iuter'oclorofo!'rn::-, 30 me- d0l patr6n secur.­

dario dA le vitamina ''Di'' ~se pas6 a un tubo de res0~ancia, co­

rrléndo~e eJ As~0ct;-o. i·"l Especr.ro No. 5 muestra los dPJplaza.mlen­

tos qulmlcog da los sJeuiP~tes protones de acuerdo a la F~tructu­

ra. IV: 

PROTONES 

(a) 

.(b) 

(e) 

(d) 

(e) 

(f) 

(g) 

(h) 

( i) 

MUL'JI.PLlC.I.DAD .9ESPLAZA."1IENTO QUI~~rco 

0.55 pl"m 

o.B-1.t ppm 

l. 5 ppm 

1.1-2.0 pptTÍ 

2.0-3.0 PPm 

3.9 ppm 

1~.8-5.0 ppm 

5.2 ppm 

5.9-6.3 P!"'líl 

El desplazamiento químico expuesto para los Protones (i) 

Y (h) fueron perfectament0 vertficados d0 ucue~do al ~r~Oajo de 

Ber~an, E. (5). 
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(d). 

VITAMINA ''oj' (ERGOCALCIFEROL) 

ESTRUCTURA E: 

e~ 
(b) 



¡Jµ¡• /o 

ESPECTRO No. S 
MUP.Stra: 

VT'T'AMINA "JL ,; 

Ancho ~~ ?~rrido: 
RQferenc1a: 

Disolvente: 

10 ¡:pm 
'I'HS 

Deuterocloroformo 



B). - Est:udio espect::-o'{C"6pic-J. por RMN de la 

vitamina "D_i" (Coler1;1l~iferol): 

So disolvieron 3C mg- cie vit~mino. 11 DJ" pa::rén secundario 

en 0.3 rnl d~ de11teroclor-forffio, se pasó~ un tubo dR r0sonancia Y 

se corrió el Espec~ro ~u. 6. Da nc11ordo a éste y a la Fstr~ctura V. 

se anotan n contJnuación los desplaznmientos químico~ de los pro-

tones: 

PROTONES MULTIPLIC:lDAD DESPLAZAMIENTO QUI MICO 

{A) s 0.55 ppm 

(B) 0.8-i.1 pr:-rn 

(C) s 1.5 P?ffi 

(D) 1.1-2.<' ppm 

(E) 2.0-3.0 ppm 

(F) 3.9 pp:.. 

(G) /J. 8-5. o prim 

(H) 5.9-6.3 ppm 

Para verificar el despl&zamiento quimlco del pro~ón det 

grupo oxhidrilo en las dos vitaminas ( 11 D2
1' y 11 0 3 ''), se le Pdicicn6 

a cada muestra a.gua deu:are.da y se corrió nuevam9nte ""..::.!. ospectro, 

con lo cual, la se~al que se encontraba a 1.5 ppm Jesaparectó (vor 

Espectros 5 y 6). 
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Los protones (i) de la vitamina 11 0 2 '
1 y (H) da J.a vitami­

na ''D1'1 son equivel~ntes, present~ndo senal0s idéntica~ entre 5,9 

y 6.3 ppm. En lo tablg de desplazamientos quim!cos de la vitamina 

1'Dz'1 (póg,39) se identifican como (h) a los protones de la doble 

ligadura (carbonos c~ 2 y C: 3 } por aparecer estn sefial a 5.2 ppm y 

mantener asi un ordon creciont0 en los desplazamientos quimi~os. 
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~(8) 

(OJ 

CH/BJ 

VITAMINA 1109 " (COLECALCIFEROL) 

ESTRUCTURA JZ: 



(.P.\ 
\C/ 

.íOpµ111 

10p¡..rn 

2p¡...m 

lt-1-"" 

Ú.!>[•¡..•11 

ppm(¡) 

!>/Ali! ~I ~NLLI' 

1 
1:t0.lt11 

1 
C.CJ 

; 
.. ~o 
1 ~:,:¡ 

' •·'J 
1 

"º 

tCJúfJ 
1 

:.•'.·º 

T 
h!Ú 

;;:, 

\ 

1 .... 

UJ 
L...--L-...1 ~~~¡ 
~ o 

/\ncho <°·!'! nnrri~o: to rrm 
Hui=?:<it:r~ :. 

VITANPlil "Tl " . 3-
?nfr.rr::ncia: i:'HS 
Di sol Vf.>nt,~: J1cntP:roctorofot"'mn 



C).-· ~ezcl."'! da "Jite'Tflnan: "~,"y "D:.~ 

nebldo a la estrecha nnnlo~l~ e~truc~ural 0xlsta~tc e~tre 

t"esul+:nn sf_mJ.larF)S y no ex!.stl'J: pr.ñ:::t!car.?.ent:0 dif.;:.~er.GJ·:t u1..•':una en 

ent!"e los carbonos e~ 1 y ~~.~ ... , a:d <'.":Ol!-:o u:i ;ret! .. '!.r_- nn C.:::- (\'8!' E~..: true--

n0cldf\ ct~ la 0tr". le:> :;q1'"'! hn:--.e fe.c:t.lbl0 :.~1 det~rm.in;_~ci/;;n, ~·'."'rno se 
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demu.est:rn e contlnuación: 

Se rr.ezclaron c~ntJctad<:>s iguales de vitaminas ''D:"' y "DJ 11 

(patro~e~ A~c1;ndario~). JO rn~ ~o cada una, se disolvieron o~ 0.3 ml 

de deut:ei:riclnroformo, se pe.s6 a un tubo de rr'}Sonan;::in. y se c0rrló 

sl e:;pect-ro con un a!l:ho de bHrr ido de 5 ppm y una· .:)Y.t"er.s tón ctn 

campn d~ ~ ppm rera Repara~ y registrar todas las se~«les. 

L~ ~aS8 de los c¿lculos efoctuados fueron los do:3 proto-

ne.::: (h) d.:; lA. vitamina "D7 11 {ver Estructu:ra IV) los cuales rer.ire­

sentan la únicn diferencia entre los Espectros 5 y b. Do qsta for­

ma se realJzó la determinnción cuantitativa de los dos !s6rneros de 

En el Espectro No. 7 se muestran las se~ales obtenidaq 

dA ln r.!G?:C!P. dP. .~as vi":;:i.mJnns "D2 " y "D 3 11 y 3. contlnu.ación ·si: seña­

lan los dAsplaznmien~os quimicos cto los protoneG de acuerdo a laG 

Estructi;;ra-= TV y V: 

PROTONES 

(A)(n) 

(B)(b) 

(C) (e) 

(d) 

{D) 

(E)(e) 

- U7 -

DESPLAZA~IENTO Q'.!fMICO 

o. 55 pp!ll 

o. 8-1.1 ppm 

1. 5 9pm 

l.1-2.0 ppm 

l.. 0-3. o 

2.0-~.o ppm 



(Continuación) 

PROTONES DESPLAZAMIENTO QUI MICO 

(F) ( f) 3.9 ppm 

(G) (~) 4.8-5.2 ppm 

(h) 5.11 ppm 

(H) (i) 6.0-ó.5 ppm 

- 48 -



e 
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!lp¡.m ~~t 

2,. .. n. 

ESPECTRO No. 7 
MueRtra: 

H:EZCLA DE VITAMINAS n2 y ll3 

.... 
u.u or :>1>1H.P 

1 

1 

li 
¡¡1 

it 
¡·! 

I¡ 

l 
2 n 
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n{~olVC!11t..c:: neut.~roc] orofoL•'H) 



a).- RolA.c!ón teÓrtca entre las ·vi-caminas "D2" y "D:-" ~n.E_J:!l~ 

Se pe:iseron ·eKactamente 30.91J _mg de vitamina no>" (pRtrón 

secundario) ~r 30. '15 me: de v1tamin9. "Dz" (patrón secun<:lario). 

Si relacionamos los penos de "D3
11 en "D:: ". ten0mo5: 

"D:i 11 / ''D2 11 30. 91J I 30, us 

Se ellgió 0stn r<?lo.ción de pesos, ya qU(" sl la cor.centra­

clón de una de las vitamina.:. es mucho mayor que la ::itra. al ajustar 

el amplificado~ del aparato para graflcar al mbxlmo las softales de 

la vttam~_no.. con ma:,ro!'.' concer.trnc!ón, las señales <Jv: la otre. vitami­

na serian muy oeqt1e~as. así como S\15 integracione~. dlficu!tando 

la prac.lsiór. del método que deseáti.::lmos npl.icar E·n 11.;. ;::azcla. 

La mezcla d8 vitaminas "D 2 " y "D 3 " se dJsolvtó e:i 0.3 ml 

de deuteroclorof"ormo, se pasó a un tubo de resonancJ.n y se c0!'.'rJó 

el Espectro No. 7 con un ancho do barrido de 5 ppm y una extgnsión 

de campo de h ppm pera separar y registrar todas las senales. 
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b).- Relación enti:.e las vitnminas "D2" y "D:iº obt'?nlda en ln 

prhctica por RMH: 

En base al Espectro No. 7 SG e~cctuaron los c~lculos 

siguientes: 

- Los dns protones (h) de lB vitnmlnn 11 0 2
11 localizados 

en 5.U ppm tienen una integración de O, que ctivldi.do 

entre 2, resul~an 2 unidades para cada protón de la 

vi ta.mina "D.? 0
• 

El número total de hidrógenos de la vitamina ''D~'' es 

igual a Ull que multiplicados por 2 unictade~. =orrespon­

dientes a cada uno de ellos on la integración, tenemos: 

hU x 2 = 88 unidades (Integración total para la 

vitam1nn 11 D:-") 

- La integración total an el espectro de ln mezcla 11 0 2 '' 

y ''D 3 '' es igual a 185 unidades. Si restnmos a este nú­

mero Ja integración total do la vltamlna "D.:!" obtenida 

en los cA.lculos anteriores, resulta.: 

18.? - 88 -=- '1'1 unidade::; (.J:.nt.;1;.gTd.Ciúr1 tvt:.:il ¡::.:i.:-n l~ 

vitamina "D; 11
) 

- La estructura qui mica de la vi tam!na 11 0 3 " tiene ltl1 pro­

tones to.n1bién, por lo que, si dividimos la lntegración 

total de la vitamina "D," obtenida anteriormente entre 

el número de protones. obtendremos cuántas unidades 
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equlvr.len a cada hldrógeno de la vitamlna "DJ": 

97 / lll! 2.2 unldades (para cada protón de "D3 11
) 

- Los pesos moleculares de las dos vi tamlne.s son: 

Vltamlna "D::" 396.66 

Vitamina "D1" 38u.65 

- Multiplicamos estos pesos moleculares por las unidades 

de into~ri1c16n equivalentes a cada protón de ''D2'' .y 

"D:i". res-..iltando Jas str;u!entes relaciones molares: 

Vitamina "Dz " 396. 66 X 2. O 793. 32 

Vitamina "DJ" 38ll.65 X 2.2 8!l6.23 

- Relacionando "D 1
11 en "D 2 ", obtenemos: 

''D3'1 / ''D2'' ~ 8U6.23 / 793-32 

- Resumiendo los cálculos anteriores: 

Vitamina ''o~·· = Integración ''pico de ref.'' K 396.66 

2 

o bien, 

Vitamina 11 0 2 " 

Vitamina uD 1 " ::--: 

o bien, 

Integración ''pico de ref.'1 x 198.33 

[ Int. Total- ( Int. "pi ca rraf 11 xlt4) 1 x38il. 65 

2 

44 

Vitamina 11 0 3 ''= [Int.Total-(Int.''pico ref''x22)]x8.7b2 
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En U• Tabl.13 Ne, 3 i:>e ef'!,.,.,....?.:1 las expo;H'ienc~P..'7 0bte'l.5d~.s 

e;. :o 1:-c?.f:'l?.s de •J!+-~r<'!.nas 11 D:·" :» ''D·" 1.-.t:l.:l.2;::.ndo c.'. f'-0-:·<?dlr;.ie!'.t:o 

P.ntes de<:'c".'J':"r-. ~~j ~'j·::-mplc• C0.<::;~:-:r0:.11'1dO s~ !l~oexa a. 12 mls:r.a Tnb 1 9. 

como ln J?l.•.ieo:;":!"!1 N..:- •. 1. 
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TABLA No. 

No. de Muestra lntcgraci6n Total Intcgraci6n "I1ico de Hclaci6n E.""<pcrimcntal Rclaci6n Tc6ricn 
de cada Espectro Hcfcrencia" D3/Dz por R :0-1 ~ fl3/Dz 

(señal a 5.1 ppm) 

185.0 4 .o 1.06 1.01 

180 .o 4 .o 1.01 0.98 

.167 .o 3.5 1.13 1.15 

\66.S 3.5 1.12 1.08 

145 .o 3.0 1.16 l.18 

JSS.O 4. (l 1.10 1.11 

197 .o 4 .5 0.95 l.01 

190.0 •1.0 1.12 1.12 

200.0 4 .5 0.98 0.99 

Hl lRS .O 4 .o 1.06 1.04 



3).- .Mezcla de l/i..tamina~ "A" y ''D" 

En medicament-:,s es fr~cuente en..:ontrar preparados dP. vi­

taminas ''A'' y ''D~''. En este trnba~o se realizaron varias w~z~las 

con los PA.troncs se~undn"'.'105 de vltaIPina "A" (en forma de aci:-te.t;v 

y palmltato) y vitamina ''D~'' logrando su determtnaci6n cunnt!tati­

va por el mF!todo r!o R1'scnanc{ . .a Magnética Nuclear Protónica emplean­

do como base de los cálcul0'J la integración del metilo a.ngular de 

la vitamina ''D::" localizado en el espectro de la mezcle. a 0.55 ppm. 
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A).- MezclA de vitamina ''~'-acetato (en aceite) y vitamina ''D~'': 

a).- Relación teórica en la mezcla "A"-ac0:;ato y "D:::": 

Se hicieron diferentes mezclas de las vlt:a.minas "A"-acc-

tato en aceJte y ''D~'' (variando sus proporciones en poso) bu~cando 

que las lnteeraciones obtenidas de sus espectros fueren lo suflcLen-

temente medibles. Se tomó como ejemplo al sic-ut0nte: 

Se mezcla.ron exact:ament~; las cantictade,; de cada vitamina 

(patrones secundarios), anotadas a continuación: 

Vitamina "A"-acetnto en aceite 

VJtamina '*D 2 " 

lll5 mg 

87. 5 mg 

Como el patrón secundario de la vttamina "A"-acetnto em-

pleado contiene 3U.U8~ de vitamina y el resto es el aceite que sa 

utiliza como conservador, la cantidad pesada tiene exactamente, de 

vitamina "A"-a.cetato: · 

---·------- lOOY. 

"x11 mg ----------3U.u8Y. 

"x" = 50 me- de vitamina "A"-acetet:o pura 

Por lo tanto, la relac16n real ''Dz''/ 11 ~' e~ ieual R: 

"D::?" / "A" 87.5 / 50 
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b). - Eelaci.ón en"t"re las v! taminns "A11 -acotat:::- :1 11 D:t" 

obteI}lda en l q. prh.ct 1 ca 11or P..i"!.!:: 

Las cnnt! dad es íllGI'.c ionadns de vi ta1;1i!1a 11 A"-ar.etat:"c er. 

a.ce!t0 y vltafünn "D.:". Se:? disolvieron y n:e7.claron con o.·~ ml de 

deuterocloroformo, se pasó s un tubo de resonancia Y se corrt6 el 

Espectro No. 8 con un an~ho de onrr!do de 5 pp~ y l1na oxt~nsión 

de c~mpo de t ppm pnra sep~rar y rAffistrnr tod~ 0 lae sena!es. 

Los célc~los de ncu~rdo Al Espec~ro No. 8 son los si-

guientes: 

-LP.. señal que aparece a o. S5 ppm y que ller.inrem..,s "pico 

de referencln.''. por ser la bg.se de los cálculos, tl0ne una .!.nt0~ra.-

clón igual a 5, que divid~do "'~ntre los 3 protones del ffi'3t11o de la 

vitamina 11 DJ'' que rBp:eserita, resu!t~ que ] hidrógeno de la vita-

m!na "O-::º equtvale a 1.6(1 U!!ldades de la integracló"."' .. 

-La Integración 7o~al corresoondiente a la vitamina ''D2 " 

será el resuJ-rado dB: mulci.p!.icFi.r 1.66 po¡- el númer'? de hid:-6g-enos 

que contiene su estruccure ~oleculnr: 

l. 66 X ll/1 73.0C (In~e~r~c1bn para la vitamlna ''Dz'') 

-La In~e~racl6n Total medida e~ ~l e~pectro es do :g5 

unidades. Restando Jo correspontllt;in':c o. l?_ vi;:amina "D2
11 , obtendre-

mos la integración para la vitamina ".11.'' más el aceite: 

195 - 73.0ll 121.96 (lnt:egT.~.::iór. pó~ra la -,:itam~nf.\ "A" 
y el aceite) 
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- Como el porcenta:ie de lnteg·rncjr'.>n d·::. la vli:.e.m!nn 11
/\

11
-

acetato que s~ empleó en ~n ~ezcla fue de J~.6~ Y 0! resto es ace1-

te (antes de efe=tuar la mgzcla ae corrió u~ espe~tro del patr6n 

secundario ::ie la vi t,qm.tre. "A"-ace"t!it:O p:-a calc•.1lar <?l porcentaje 

de la in~egrncl6n entre vitamina y ac~i~e do acu~rdo a! u~todo ex-

plicBdo en :a pá~lna 21.:.), o~t~nemos la inte¡.;ración pn.rH la vitaml-

na "A"-acetato de )a slt:i;'U1en7.e rr.ancra: 

!.2.l. 96 unidades 100)¡ 

"xn unidades --------- · 3:. 6~ 

"xn 38. 5íl unir!a.des ( I!ltegración para ln 
vitamina "A''-acP.tato sola) 

- Dividlendo este último rosultado entre el número total 

de hidrógenos de la vltamina ''~'-acetato que es igual a 32, tenemos: 

32 1.20 unidades (para cada prot6n de ''A") 

- Multlpltcnndo respoctivamentF.o e.l equivalente a un pro-

tón 8n unidades de i?:tegración por el peso moleculRr de cnda vita-

minn, obtendremos la~ sl~u~cr.tcs ~~1~~iones molares: 

Vitamin~ 11 A"-acetato: 

Vi tarni.nf't "D~ ": 
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- Relar-ionando tto2" / 11 A", resulta: 

658.1J5 ! 379.7/J = L.TI 

Esto s!..~nifJca que por CA.da gramo de vitamina "A"-ace-

tato hay 1. 73 g-ramos de vi tamlna. "D::". 

o bien. 

- Resumiendo los c6lculos anteriores, tenemos: 

Vitamina 11 0 2 '' ~Integración ''pico de ref: 11 x 3Q6.66 

3 

Vitamina "Dz 11 Integración ''pico de ref.'' x 132.22 

[tnt.Total-(Int. "pico ref. ºxbli))x~Int. 11 A"x:J16. 115 

3 

Vlt."A"-acet.= 
100 X 32 

o bien. 

Vi t." A" -ne et. °' ( Int. Tata) -( Int. 11 pico ref. "xlli. 66) x~Int. '' A"xO. 09889 

En la 'l'nbla No. /1 se resumen los resul tactos obtenidos en 

1.0 mezclas difer<:?ntes de vJ tamina.s "A11 -acetato y "D.::"· El ejemplo 

desarrollado 3.nteriormf'.'nte se anota como la muestra No. 1 en el 

mismo resumen. 
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TABL/\ No. 

No. de Intcgraci6n Total Intcgraci6n "Pico Intcgraci6n 1102" lntcgraci6n 1'A''-acctato RL·laci6n cxpcrimcnt.al l~cfo.ci 6n Tc6ricu 
Muestra de cada Espectro. de Referencia" (resultado de los (rcsul tallo <le los DZ/A-ncetnto D2/J\-;:1ceta.to 

(señal a l.O ppm) CÍ1lculos) por el c.S.lculos) por el por R M N 
Peso l'-l0lcculi11· Peso Molecular 
(396.66) (316.45) 

195 s.o 658.45 379.74 l. 73 l. 75 

192 4.5 594. 99 393. 74 l. 51 1.54 

200 5.0 661. io 395.83 l.67 1.65 

197 5.0 661.10 386.45 l. 71 l. 73 

199 5.S 727. 21 369. 79 J.96 1.97 

184 5.0 661.10 345. 83 1.91 1.91 

180 4 .s 594. 99 356. 25 1.67 1.70 

186 s.o 661.10 352 .os 1.87 1.85 

196 s. 5 727. 21 360 .41 2.01 1.99 

10 197 5.5 727. 21 363 .54 2 .oo 2.01 



B).- Mezcla rie vitamina "A"-pai..ml::ato y vit::lmina '.'D.:": 

a). - R8lac16n teórica e-n ~a m11zcla "A"-prJ.lmitatn :"·~ 

Después de Ja e:xp8rlencla nbtPnldn en el Gieniplo de la 

vitamina 11 /\ 11 -acet2to y "::i::" (pn~. )6), ~o :noz:·Jnr·_HÍ C:'}.n~:ld:'ldes en 

relación apro:xl mad11 unr) a ur.o de 11 A"-pa.lml tato y "D: 11 p~.ra obtuner 

base a la interrractón, elaborar los cfü«::u.los para la cuA.ntif'.!cación 

de cada una de las vi tnminns en la mezcla. Más adelante !=)ropc•nemos 

un procedimientr1 especi~ico para ajustar esta técnica de acuerdo n 

las cantidades usuales en f~rn1acos. 

En esta parte del estudio, ae mezclaron exactamente las 

siguientes cantidades de las dos vitaminas (patronss secundnrios): 

Vitamina "A"-palmitato ·--·-------·- 67.8 mg 

Vi tnmina "Dz" - ---·---- -- 73. 8 mg: 

La vi tA.min:i 11 A"-palmi to.to emplende tiene una con<:::entra­

ción de 97.5%, por Jo qua en realidad tenemos 66.10 mg. La relnción 

11 Dz" / "A" es igual a '13-8 / 66. :o "° !...:_11. 

; .. u rnt-:z<;.:a s& dlsolvió en ú, J mi de deut:erocloroformo, se 

pasó a un tubo do resonA~cla y so corr16 dl EspActro No. 9. con un 

ancho de barrido de 5 ppm y una extons!ón de campo de ~ ppm para 

registrar y separar todas J.as senales. 
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b).- Relación entra las v1ta.mi:ia.s "A'1 -p.c.lmJtato y 11 0:: 11 

obtenida en la práctlca_e_~ 

De acuerdo a! Espectro No. 9 se realizar0n los si~uien-

tes cáJ.culos;, 

- La Jn~e~ración del ''pico de referencia'' correspondien-

1;e al me~:!lo angular de la vitamina "Dz" .localizado a 

0.5~ ppm es igual a 6 unidades que divididas entre los 

3 hidróffenos resultan 2.0 11n!dades do ].a integrAción 

para cada protón de la vi t"am!na "D.-:". 

- Multipl!~ando 2 (unlctadeR de la integración para cada 

protón de "D.:") po!" <O:!l núm1Jr'.1 total de hJctrói;renos en la 

est!"uctura molecular de 1 a vi -ramina "Dz ". t•==.mdrPmos al 

total de la !n~egración para la vltanlna ''D 2
1
': 

88 unidades (de la integración) 

- La Integración Total medida Bn el espectro es de 178 

unidades. Si restamos lo cor~espond!en~e a la vitamina 

"D2 ", ob~enemos: 

178 - 88 90 unldad.:;is ( integració~ para J..q. vi t. 
"A"-pa.lm.1.tato y R~eite) 
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- El porcentnjf• de vi tar,1ina ''A"-palm1 tP.1:0 que sn empleó 

para la mezcl~ fue de 97,5 ~. por lo que· 

90 un~dades ---------- 100 ~ 

"x" i.;.nJ.de.des ---------- 97. 5 ~ 

11 x 11 87.75 un!dados ( JntC?~raci0ri r0tal 

para la vit11mlna 11 A11 -pe.lrr.it1.'\to sola) 

- Aho~a dlv!ñimos la integración total para la vltnmina 

''~'-palmltato obtenlda arriba entre el número de hidrógenos 

Que contiene la estruc~urQ molecular ~e estA compuesto: 

87.75 / 60 !_~ u1tldnde.s (rara ceda protón de 

la vi ta mi na. !' A"-palrnl tato) 

- Multiplicando respectivemente los pesos molecul~res de 

las dos vitaminas por el equlvalente a un pro~6n en la 

lnte~ración. tenemos las siguientes relaciones moJ~res: 

Vitamina "A11 -palmitato: ll.96',86 x 1..h6 

Vit"amina "D~": 396, 66 x 2.00 

- Rel;i.cionando 11 D;? 11 
/ "P.11 , rP.suJ.ta: 

"D:: 11 
/ 

11 A11 793.32 / 726.1)5 
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- Resumiendo los cAlculos anteriores, tenemos: 

Vitarnlr.a "D~" 

o bien. 

Vitamina 11 0 2
11 

Vit."A"-palm. 

o bien, 

Integración ''pico de ref.'' x 396.66 

J 

Integración ''pico de ref.'' x 132.22 

rrnt.Tot.-(Int.''p!co ref''xllh)]K~''~'xU96.86 

3 

100 X 60 

Vi t." A"-palm. = [ Int. tol. - ( Int. pico ref. xlll. 666)] xX"A"xo. 08281 

Siguiendo fll procedimiento anterior, en la Tabla No. 5 sa 

conjuntan los resultados obtenidos en 10 mezclas de vitaminas "A"-

palmitato y 0 02 ". El ejemplo desarrollado se anexa en la misma tabla 

como la muestra No. 1. 
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No. de 
H1cstra 

3 

10 

fntcgr:ici6n Totnl 
de cn<ln Espectro 

178.0 

148. 5 

195.0 

165. 5 

150.0 

175. 5 

187 .o 

193.0 

180.0 

157 .5 

Integración "Pico 
de Rcfercncü1" 
(scflal a 1.0 ppm) 

6.0 

s.o 

6.5 

5.5 

5.0 

6.0 

6.0 

6.5 

6,0 

5.5 

TABLA No. 

lntcgraci6n "D2" 
(resultado Je los 
ctílculos por el 
Peso Molecular 
(3% .f>(,) 

793. 32 

ü61.10 

859.43 

7Z7.2.l 

661.10 

793. 32 

793. 32 

859.·!3 

793. 32 

727. 21 

1ntcgración 1'N 1-palmit:1to 
(resultado <le los 
c6:lculos) por el 
Peso i\blccular 
(-10b .36) 

72f>.6S 

606. 92 

80.J. 7.¡ 

684. 97 

619 .03 

706.52 

799 .35 

788. 59 

742.83 

620 .37 

Rclaci6n cx-pcrimc11tal 
D2/A-pa lmi tato 
por 1l M N 

1.09 

1.08 

1.06 

1.06 

1,06 

1.12 

0.99 

1.08 

1.06 

1.17 

Rclaci6n tc6rica 
D2/ 1\-pal.mitato 

l.11 

1.10 

1.08 

1.07 

l. 07 

1.10 

1.03 

1.11 

1.09 

1.18 



a).- Aplicación del método en medicamentos: 

L~ metodologia explicada anteriormente se aplicó R pre­

parados farmacéuticos comerciales de los cuales se logró eliminar 

el excipiente. Los resultados fueron comparados con ·la cantidad 

establecida en el marbete. 

A).- Medicamento I: 

Granulado 

Contenido neto por ampolleta: 2 eramos 

Marbete: 

Vitamina ''A'1 -palmitato: h00,000 U.I. 

Vitamina "D.z 11
: 600,000 U. I. 

Excipiente c. b. p.: 2 g 

Si sabemos que 1 mg de vitamina 11 A11 -pa.lmitato correspon­

de a 1,800 u.1., tenemos que: 

mg i.Boo u.r. 
"x" mg ----------1100, 000 U. I. 

"x" 222.2 mg de vltanúna "A"-palmltato 

en 2 g del Medicamento l. 
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i:::n cuanto a la vitamina "D="· lJ0.000 U.I. ~qu!valen a 

l mJ;. Por le ta.nto: 

"x" mg 

ªº· ººº u. l. 
600,000 li.I. 

"x" 15 mg dP. vl tamJ.na "D=.-" 

(en 2 ~ del :Jndlcamento I) 

De aquí que. en 2 e-r~mos del Medicamento I, ten>?mos: 

Vitamina "D2" 

Vi te.mina "A" - pal mi ta to 

Excipiente c.b.p. 

Separación del exc!pientg: 

:.:. . o lt/Z 

222.2 rng 

?..O g 

Conociendo de anten1ano qun e~. axcipisnte empleado en es­

te rned!camen~o era sacarosa. la sepa~a~i611 se r8al!zó de la manera 

siguiente: 

- 3e p~só el contenido de una ampolleta jel medicamanto, 

obteniéndose un peso de 1.9~59 g. 

- Se ctisoJvió la muestra en La min!ma cantidRd de clo~o­

formo. 
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- Se filtró cunntitativament,e, obt0niénct0se en P.1 filtrado 

la mezcl::i. de las don v.í ta.minas y como parte in.sol u ble 

el exclpl0nte. 

- El filtr'\do SB evaporó nl mínJmo en un evaporador 

rot~torio c~otavapor) con ba~o do ~gua para concentrar 

el conr.0nidc:· de vltamlnas "A"-palmltato y 11 Pz''. 

Ln solución se colocó en 11r. tubo para R~1N, se agregó 

TMS (Tctrametllsilano) y se coLr19 el EspP.ctro No. 10 

con \ln ancho de barr!do de 5 ppm y une amplitud do 

campo de U ppm. 

NOTA: Durante el procedlml~nto de separación descri"to 

anteriormente se tuvieron los c11idndos necesarios 

9nra evitar descomposicJ6n de la muestra por 

acción de la luz y del aire. 
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ESPECTRO No. l 0 
Muestra: 

.. j :..~ ·-' _:.: 

MEJHCJ\HENTÓ l 

11.ncno dü Barrido: 5 ppm Ext.campo; pp;n 
Rüfercncia: 'THS 

ninolvente: neutr.roclororormo 



a).- Relación teórica entre la vitamina "A"-palmitato y la 

vitamina "D:-" en el Medicamento I: 

Do o.cuerdo al marbete del MedJcamento I, 2 e-ramo::;: de 

muestra contlenen 222. 2 me; de v! taminn "A"-palmt tato y 15. O mg 

de vitamina "D: 11
• i:n O. 9729 trramos que se pesaron tle l MedlcamE:Jn-

to r 1 tenemos: 

Vi ta.mina 11 .1\"-palml tato 

Vi taminc.. "02 " 

108. 1 mg 

7. 3 mg 

Relacionando "A.11 
/ 11 D2 ", tonemos: 

"A" / 11 D2" 108.1 / 7.3 
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b).- Relación er.tre la vJtamina "A"-palmttato y la vitamina 11 D,º 

on el Med.lcamento I obtenida en la práctica por RMN: 

De acuerdo al Espectro !lo. jQ, se realizaron loR siguien-

tes cálculos: 

- La inte~rnc16n dei ''pico de referencia'' locnlizadd a 

0.55 ppm es Igual a 1 unldad, que dividida entre los 

3 hidró~enos correspondientGs al motilo angular de la 

vitamina 11 0 2
11

, resulta 0.33 para cada protón de la mis-

ma vita1nina en la mozcla. 

- La integración total en et espectro es igual a 169 uni-

dados, si restamos n óstn lo correspondiente e la ~lto~ 

mlna ''D2 '' que son lU.66 unidades (obtenido de multipll-

cnr 0.33 por los 40 hidrógenos de la vitamina "0 2
1
'), 

obtenemos: 

169 - (0.33 X LO) 169 - lú.66 " 15ú.33 unidades (in­
teF,raclón dA la vtt."A") 

- El número total de hidrógenos de la vltamina "A"-pal-

miteto es icual a 60. Sl dividimos la integración co-

rrespond!ente a la vitamina ''A'' eLtre el número de pro-

tones de su estructura. molecular, 1.:enorPos: 

151!.33 / 60 2.57 unljades (pnrn cada hidr6~eno de 
la vitamina "A" en la. mezcla) 
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- Multiplicando los pes:)S moleculare.9 de cada vitamina 

por las unidades en l& lntegrac1ón correspondientes, 

resulta: 

Vitamina "A"-palm!tato: fi96,86 X 2.57 

396,66 "0.33 Vita.mina "Dz": 

- Relaclonnndo "A" / "Dz" , tenemos: 

ºA" / "Dz" 1278.03 / 130.89 

1.278.03 

130.89 

Se repitió el análisis en 3 muestras más del Medicamen­

to I y realizando los mismos cálculos descritos anteriormente, ob­

tuvimos finalmente los siguientes valores de la relación "A" /"D2 ": 

Debido a que el contenido de vitamina 11 0 2
11 en el Medica­

mento I es muy bajo con respecto a la vltnminn 11 /\."-palmltato (6.32r. 

de "D2º contra 93.67X de "A"), la integración de la señal n 0.55 

ppm, base de nuestros cálculos, resulta apenas medible. Si se nu­

menta la amplitud, las señales de la vitamina "A"-palmitato salen 

del espectro y no pueden integrarse. Para dism!nu.tr el error obte­

nldc en 10s rasultados ant~r·lores. se corrlG ~l &sp~ct1·0 d~ una 

cantidad conocida do vitamina "Di" (patrón secundario) la cual se 

utilizó como "refuerzo" en la mezcla de vitaminas del Medicamento I. 
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El procedimiento o técnica de Hrefuerzo" se llevó n cabo 

de la manera siguiente: 

- Se disolvieron exactamente 60 mg do vitumLna 1'Dz 1
' (pa­

trón secundario) en 0.3 m: de Oeuterocloroformo y se 

corrió el Espectro No. 11 fijando las condiciones de 

inteeraci6r_. 

- A O. 95 gramos del r.i:edicnmento I se le extrajo ln mezcla 

de vita.minas "A"-palmltato y "D.'?" por la técnica. ya 

m0ncionada (pag. 70) y se le adicionaron exactamente 

60 mg- de vitamina "D:" (patrón $ecundario). Se corrió 

el Espec~ro No. 12 en las mismas condiciones de inte­

?rnción que el Espectro 11. 

- La integración del "pico de referencia" localizado n 

0.55 ppm del Espectro No. 11 es igual a 2 unidades, 

las cuales fue r-on res ta.das a lns 3 unidadf:!s obtenidas 

de la misma safial en el Espectro No. 12. El resultado 

de esta diferencia se divide entre los 3 hidrógenos del 

metilo angular de la vitamina ''02
11

, obteniéndose: 

(3 - 2) / 3 0.33 unidades (para cada protón de la 

,,.._¡_ tn.mtnR "D2 ° en la mezcla res-

tando el 1'rePuerzo'') 
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- PnrR poder obtener la intoffraci6n de la vttamlna ''N'­

paJ.mitato An la mezcla. se necesita raster la lntggrn­

ción de ln vitamina 11 D2 '' ir.cl•Jyendo e: "refuerzo", por 

lD tanto. 12. integ-racI.6n del "p!.c0 de referencia" a 

0.55 ppm en el Espec~ro ~o. 12,que es de 3 unidades, 

se divfde entre los 3 hldr6genos correspondientes a 

esta se~~~ resultando 1 uni~nd para cada prot6n -de la 

vitamina "Dz" presente, er. la nezcla reforzada. 

Multi;:.l..tcando lr! unld3d resultante pcr el número de 

hidró~enos d•J la vi -camina "D~ ", obtAner.ios: 

1 X UU t~ unidades (Integración total para la 

vi t.amino. "D~") 

- La Integración Total medida en el Espectro No. 12 es 

da ~75 vnld3des. Festando lo correspondlente a la vi­

tamina 11 0 2 ,
1

, resulta: 

275 - tiJ 231 unidades (Intograclón total pare 

la vit. "A"-pe.lmitato) 

DlvldLendo este último r-esultado entre e). número de 

hidrógenos de la. vitamina "A"-palmltato, que es igual 

a 60, -cenemos: 

231 / 60 3. 8'5 unidades (para cada protón c.~ la 

vitamina ''A"-palmitato) 
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- Multiplicando r~spectlvamente el peso molecular de ca­

da vitamina por ot?l equivalentt a un p:-otón en :A. 1.nte­

graclón: 

Vitamina 11 A"-palmitato: 1.J96. 86 x 3. 85 l. 912. 91 

Vt tc:i.mi nll ºDz 11
: 396. 66 x O. 33 """ 130. 89 

- Relacionando "A" / "D 2 ". resultn: 

"A"/ "D..-:" ::o 1,912,91 / 130.89 ;e;; ll1.6t 

Los resultados da 5 experiencias m~s. utilizando el m~­

todo o técnica de ''refuerzo''. fueron: 

Rele.ci6n ºAº/"Dz": lll.25, lil.92, ~.§... 11.90 y 1.2.83. En 

esto~ dos últimos resultados. suponemos que hubo pérdidas por des­

composición al mnnipulnr lns muestras. 

COM'!NTARIOS: 

Se obtuvieron espectros con buena resolución. Los resul­

tados obtenidos confirman la eficacia del mótodo de ''refuerzo'' em-

Pleado para resolv~r 8] prcblcrna de ln bnj~ prnporct6n en concen­

tración de la vitamina ''D~'' con respecto a la vitamina 1'~ 1 -palml­

~ato en los preparados farmacéuticos. 

El trabajo de análisis de mezclas do vitaminas "A" y ''D 2 " 

por el método de Resona:1cla Magnética Nuclear Protónica quedé sus­

pencUdo en este punto, en las conc.luslones se propone un programa 

para nflnar la técnica que servir~ para posteriores investigaciones. 
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9).- M~dtcnmento II: 

Granulado 

Contenido r.oto por ampolleta: gramr:i 

1/ttam:!nn ºD:": 600, 000 1;. I, 

excipient~ c.b.p. :1 ~ 

S! sabomo5 que 1 mg de vitamina ''D2'' equivato e U0,000 U.I., 

tenemos que: 

1 mg 

"x" tTlB' 

tto,ooo u.1. 

6CIO,OOO U.!. 

"x" = l5 mtr d•1 vi tarr.ir.a "D.::" 

De aqui qu0, en 1 gr<J.r.io del Merlicamento II. tenemos: 

Vttam~nn "D?": 

exc!pt0r..te c. b. p.: 

1 5 mg 

- Se oes6 el c~ntenido de do~ ampolletaG dol Medicamento 

II, obt~niénct·1se l. 998? trr.3moG. 
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- Se disclv.tA lo. mu..:strn. A'1 in ::i.in!ma cant~dad r;I{• 

d~u~erocloroformo y se f!ltró, qugciando l~ ~item:na en 

el ff.lt:rndo. 

- SA t°'Vl'lporó nl minJrr.0 <1) f'llt".""ndo en un ro;.-;'vA.p""r con 

b:i.ñr.: de:_. '.\gu? para concentrar .:;:!. contentdo ele ·:~t"f.~[llin:\ 

"D.::º. 

- Se colocó en un tubo de RM!l y G>? !.e adl -:-icnó TMS 

(Tatramot1lsL1an0}. Se co~r!ó Al e~pectro No, 13 con 

ancho d~ barr-ldc do 5 ppm :1 11na amplitud de ca!r:po de 

ú pprr pn.-:-~ ;.::opnrar y regJ strar todas la.:.; scri.o.!nG. 

NOTA: Dt.;rante <;odo el p:-ocedimie1tto de separadón '..i.u lr'­

_vitaminn. SP. tuvieron lo!' cuidndos. necesario!:: para 

eyitar qt.10 la mucstrn sufriera des-::omposiclé'n por 

RCción ct~ le luz y do] aire. 

COMENTARIOS' 

Se obt11vo un esp8~tro con bu9nn re3ol~c16n y lA~ lntegroclcn00 

son pcrfoct-amente medlblon: rio sr" encontraron l mpurezss. PA ... a obtener 

ln conco':ra.c tón de .la vi t~.mlna. "D.!" ¡;or el m6todo d.-:· ?MN prot:ñntcn 

se r~qulere la prosencin de otro comrue9tc (co~o podTin ser la 

vltamtna "D:. ") paro. i::e-.l('U_lar, por dlfere:1ciu y -~n h1;3;se a les 

!..ntot:raC'ion0n, ia relación enT.re Las du.b ·.;l'!:o.r.:t::.[tr; re..,, "t"'.UPrr\o a 

loA ~Alc11los explicnctos en Ln pa~. ~1). 
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En las conclusiones finales se propone un pro~ramu para 

la continua.ció:i de esta investle-ación de acuerdo a las experiencias 

ob~onldas ~n este trabajo. 
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CONCLUSIONES 

Consid~ramos ~StB trabaje como un en~ayo introduc~orlo 

en la 1m.ple.nt.:ac1ón de1 rnét<Jdo annilti.cn por ResonancJn ~J'.agnét.!.ca 

Nuclear Protónica para lB ~Et;&rminnc16n cuantltat!va de v!taminR$ 

"A" y "D" en formk !>lmul tónoa, t~Gn quedn mucho por hacer, pu~s 

aunq~~ el resultado on P~zclns proviamante preparndns en el labo-

ratorlc ~s sntJs~~ctorio, ne so llogó n aplicar en ol nGmero de 

medicamentos dP.S•)l'\do. ProponePlos continuar os~a invest!car:ión ba-

jo el si~ulente progrema: 

a).- Roallzar una curva de cal!Oración: ampli~ud de la 

integración de la sefial cvntra miligramos do vi-ca-

mina "D.: •1
, manten19ndo el aparato en condic!ono;1s 

fijas en lo que a amplitud de ia integración se re­

fiere para demostrar la l lnearlde.d que haril'. fac;.i-

ble aplicar (Ú método que .'.!qui se proponE::t. 

b).- ?reparar mezclas patrón do vltarnlnas "A" y "D~" y 

determinar por el m.§tcdo USP la vitamina 11 .1\ 11
, Cono-

cl~ndo la cantl~ad d~ es~a vitamina en la mezcla 

podemos, uti llzando la integrac:l6n total d'?l esp~c-

tro. conocer la concentración do vltarnlna "D:''· Con 
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e).- Adicionar a la mezcla un compuGSto cuyns soñales 

de absor~l6n no interfieran con las do las vitaminas 

"A" y "Dº. del cual se conocerá la conccnt'!"ac!6n 

exacta y 91.1 masa molecular. haciendo ftlctLble la 

doterminA.c!6n cuantltatl.va do las dos 'Jitaminns. 

d).- Tratar unB muestra patrón con Ja c~cnlcn de oxtracción 

pro::iur::ist:a, teni~ndo cuidado de monitorear· la sei'\al 

del hidroxilo para d~~ecta~ cualquier cambio (oxidación) 

~ue p11dlera ocurrir. 

ActuR.lment:e, l::t prP.st?n-::iu de las vltnrr.inas "A" ·~l "D" 490 

medicamet:or; 58 encuo!".!.ra muy qcr.oral.Lz.nii;i ·~r. d 1 fP.rentos dcg ! ficaciones 

pero en t0aos loa casos. el porcentaje do v!tamlnn '1A'' as m~s alto 

que E>j de vJtam~na "D". E:_ rr:(~t:ido U.S.?. (4) :..it!llzado el control 

de caiide.d pnrfl la vl~wr..!P...~ "Aº on. prept1rador. multivitamir1_lcos 

requ!0re> de ni.'F.lürosos p1•son tfüc>.s corno ln preparacj6n de rl"lr.!ct1vc:=; 

especirir.C>.s. r.tdr_6llsls, sap-:intficación. extracclone!J. prepn.J·r..clón 

de curvA..:. .:.-: C<.ll~br<~cJón, .:i.Justo dt' csper:trofotómetro. cte .• lo cual 

tr:lo como r.ons¡:;cu.:•n-::::;.., c-:::inf;ldernbles p.~rdldns y un alto porcentajA 

de ~rror. 

F:n •:11rt:lto H ::.a ··'itamina "Du, el mótodo U.S.P. (ll) pare. su 

dC:t<Jrr:-:.J~<:c~6n ~~ "'""·1.~lAs Incluye manipulaciones lnboriosas como son 

tr.qs separa~iones crornatoerÁ.ficas para el als laml~ntr.· d~: la vl.t:nmlna 

"A". ya ~ue se con~ldera como la pr-J;ic.lpal interferRncia en la 



cuantiflcaclón de la ·titamina 11 0 11
• Esto influye en le eflr.hmcia 

del método debido al alto porcentaje de vitamina ''A" en lo::;: medi-

camentos que contienen esta mezcla. 

La única publicacl.ón existente en lo. bib!..iografín espe­

cif'tca para la determinación si mu.:. -o;;ánen üe vi tn.minas "A" y "r>'' GS 

ol de Santo ro, V. l. .v col<'lboraciores (8) eri la t;"Ual se emple". la 

Cromatografia Liquida de alt~ presi6n. con un 10% co diferonclo 

entre los resultndos te¿rico-prictlcos. Presento li1 desventaja de 

ser un método laborioso ya quo requiere de lu pr·eparHción de ~olum-

nas especiales y la snponificaclón de la mEJZclu vir.:;;>.mfnl-:i'!.. 

En cuanto a las vi tnr.1! ~as "0 2 
11 y ''D 3 

11
• como ser1alarnos 

anteriormente, debido a su E"rnn simtl i tud os 'Cruc tural. sü comporta­

miento ~n reacciones coloridas y ndsorbencos es muy parcclda: asi 

como sus absorciones P.n eJ ultravlo~t>tn e lnfr.:trrojo. ':'orlo esto 

imposibilita su dit~eronciación y detorrnlnaclón. En este trabajo 

proponemos ln técnica de RMN protónica como un método efect!Vo pu-

ra In ident!flcacJón rhpjda de ambas ''ltaminas, lo cual puode apli-

cnrse al control cunlltntl•to de la mate!"!a prima a.ue va I! em-

plonr fármacos. En base -.:nrnblén al m.8todo para e..1. análisis si-

multáneo por RMN de la mezcla "D::''- 11 D3 " (pae'. 117) puede llevarse 

a cabo la determinn.::=ión do cua.lquiora de ellas adicionando unn cnn-

t!dad conocida de le otra (patrón secundario). 
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El método analítico por Resonancia Magnética Nucl!3nr Pro­

tónica que P.n este trabajo 5e propone, ndemás de prenontar la ven­

taja de lFl riFJterminaci6n simultáneo. do vitaminas 1'A"-"D2" o "A"-"DJ" 

y "D:'1 -''D 1 '
1 no requlero d~ un axceslvo trabajo quirnico previo, es 

un método sumamente ':"áp1d0, pues una. vez excluido el exciplonte, 

no req\1iere mas de 20 minutos para ~enlizarse. 
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