4

2/",

UNIVERSIDAD NAC‘IONAL‘ AUTONOMA
DE MEXICO ’

FACULTAD DE QUIMICA

RADIOLISIS DE VITAMINA Biz

T E S I S
QUE PARA OBTENER EL T!TULO DE:
Quimica FARMACEUTICA BiOLOGA
P R E S E N T A H
XOCHILT JUANCHI GOMEZ

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

1997




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Jurado asignado:

Presidente Prof. Vélez Pratt Guadalupe .,
Vocal Prof. Albarran Sanchez Marfa Guadalupe
Secretario Prof. Navas Pérez Aida

ler. Suplente Prof. Cardenas Gutiérrez José Manuel
2do. Suplente Prof. Garcfa Olivares Francisco

Sitio donde se desarrollé el tema
Instituto de Ciencias Nucleares, UNAM, Depto. Quimica de
Radiaciones y Radiogquimica.

Nombre completo y firma del asesor del tema
Marfa Guadalupe Albarran Sanchez

.
Nombre completo y firma del supervisor técnico 3 l_/é
Alicia Negron Mendoza =~

Nombre completo y firma del sustentante
X6chilt Juanchi Gomez

/éu.t\_\—‘\‘ )



Agradecimientos:

Agradezco de forma especial la ayuda, colaboracién y apoyo que
me brindo la Dra. Guadalupe Albarran Sanchez en la elaboracion de
este proyecto.

A la Dra. Alicia Negron Mendoza por su apoyo técnico y atencion.

A Carmen Leticia Peza por su paciencia y amabilidad recibidos en
el trabajo de laboratorio.

A la Dra. Estrella Cervantes de Facultad de Medicina por su ayuda
para recalizar mis experimentos en esa Institucion.

A Dios, mis papas y demas familiares por su amor y carifto
contingo.

A Ruy Sanchez Juanchi por su alegria jovialidad s afecto.



A DIOS,
A MIS PADRES



A MI FAMILIA



Y A TL.




INDICE

Paginas
Introduccién 1
Objetivos z
Capistulo 1
Generalidades
1.1 Definiciones basicas 8
12

1.2 Radiolisis del agua

Capitulo 2
Antecedentes de la irradiacion gamma sobre la vitamina By

2.1 Efcctos de la radiacion ionizante sobre la

vitamina B;2 14
2.2 Efectos del pl en soluciones acuosas sobre la
vitamina Bz 17
2.3 Irradiacién de soluciones acuosas de vitamina Bz
18

conteniendo diferentes solutos



Paginas

2.3.1 Vitamina Bi: en presencia de formato de sodio
desgasificado con Argon 19

2.3.2 Vitamina Bi: saturada con NxO 19

2.3.3 Vitamina Bi: en presencia de formato de sodio
saturada con NxQO 6 COz 19

2.4 El papel del 1120z en la raditlisis de la
vitamina B;: 20

2.5 Constantes de velocidad de productos radiolfticos del
agua y la vitamina Bz 21

Capitulo 3

Parte Experimental

3.1 Reactivos

3.2 Preparacion de las muestras
P 3.3 Irradiaci6n

5 3.3.1 Fuente de irradiaciéon

By oy b

3.3.2 Dosimetrta de la fuente de irradiaciéon



3.4 Analisis de las muestras irradiadas

3.4.1 Espectrofotometrfa ultravioleta

3.4.2 Cromatografia de liquidos de alta presion
3.5 Serratia marcescens

3.5.1 Estudio del efecto de la radiacién ionizante sobre
Serratia marcescens

3.6 Prueba de esterilidad
3.6.1 Materias primas
3.6.2 Equipo

3.6.3 Procedimiento

Cupicudo 4

R Itados y Discusi6

Capstulo 5

Conclusiones

Bibliografia

Paginas

27

27

27

29

29

g

g

32

47

49



Lista de tablas y figuras

Paginas
Figura 1. Poder de penetracion de rayos alfa, beta y gamma 10
Figura 2. Espectros UV de la vitamina Biz a diferentes dosis

de irradiacion 33
Figura 3. Curva patréon de vitamina Bi2 en solucién acuosa 35
Figura 4. Cromatogramas de la vitamina Bi: en solucién
acuosa 37
Figura 5. Porcentaje de descomposicion de vitamina Bz en
solucion acuosal x 1055 mol 1 1} 38
Figura 6. Porcentaje de descmposicion de vitamina Bz en
solucion acuosal x 102 mol 1 1 39
Figura 7. Porcentaje de descomposicion de vitamina B:z en
estado solido 40
Figura 8. Valor G* de vitamina Bi2 en solucion acuosa
1x103mol 1! 42
kigura 9. Valor G" de vitamina Bi2: en estado solido 43
Tabla 1. Efecto de la dosis sobre soluciones acuosas de
vitamina Bi: 14

Tabla 2. Resultados abtenidos para leche cruda entera 15

Tabla 3. Solucién acuosa de vitamina B; irradiada 16

Tabla 4. Efecto del H2O: en solucién acuosa de vitamina Biz 21

Tabla 5. Valores G obtenidos para la vitamina Biz en

solucién acuosa 22

Tabla 6. Irradiacion de Serratia rnarcescens 31

Tabla 7. Porcentaje de descomposicion de la vitamina Brz
en solucién acuosa a diferentes concentraciones
Tabla 8. Resultados de pruebas de esterilidad en caldo de soya

Tabla 9. Resultados de prucbas de esterilidad en caldo
tioglicolato

41
45



RADIOLISIS DE VITAMINA Bi2

INTRODUCCION

La vitamina Bi: (cianocobalamina) es esencial para la dieta humana. La
deficiencia de esta vitamina produce una sintesis defectuosa del ADN
en cualquier célula que intenta la replicacién cromosémica y la
division.

Clinicamente la carencia de esta  vitamina se reconoce por su efecto
sobre los sistemas hematopoyético y nervioso.

En la naturaleza, la unica fuente original se encuentra en ciertos
microorganismos quce crecen en ¢l suelo, por lo que los productos
vegetales estan libres de vitamina Bz a menos que estén contaminados
con estos microorganismos, de modo que los animales dependen de la
sintesis en su propio tracto alimentario. En ¢l hombre, la vitamina Bz
sintetizada en ¢l intestino grueso no esta disponible para la absorcion,
y el requerimiento nutricional diario que es de 3 a 5 microgramos, debe
obtenerse de subproductos animales en la dieta. La vitamina Bj: se
obtiene de preparados de estdmago de cerdo u otros animales
domésticos. Las principales fuentes son ¢l higado, riftén y corazén de
cerdo.

La vitamina Biz en presencia del acido gastrico se libera de las
protefnas a las que esta ligada y vuelve a unirse al factor intrinseco,
que es una glucoproteina, que liga y transporta a la cianocobalamina. !
una vez formado este complejo llega entonces al fleon, donde
interactua con un receptor especifico sobre las c€lulas de la mucosa
fleal. Los preparados purificados de factor intrinseco se estandarizan
segln su capacidad para promover la absorcidn de vitamina Bz
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Nomenclatura:

Vitamina Biz(Cianocobalamina).
5,6-dimetilbenzimidazol cianocobamida. 2
R =CN



Propiedades ffsicas: 1
La vitamina Bz purificada es un polvo higroscopico
Rojo oscuro
Poco soluble en agua
Es muy estable a la temperatura ambiente
Puede ser autoclaveado durante 15 minutos a 121 °C
Es sensible a la luz

Sotubiiidad: 1.25g/° 100 mi en agua, soluble en alcohol e insoluble
en acetona, éter y cloroformo

Propiedades quimicas: 2

La vitamina B;: se encuentra en 3 diferentes estados de oxidacion
para el Atomo de cobalto, los cuales son Co(l), Co(H) y Co(11l), :
siendo el mas estable en la forma de Co(llh) :

Presenta 3 maximos de absorcion: 278, 361 y 550 nm en la region
visible-ultravioleta

Las tres formas son altamente coloridas y tienen un espectro de
absorcién en luz visible y ultravioleta

La vitamina Bi: es mas estable en soluciones ligeramente acidas, H
entre pH4.5-5 !

En soluciones acuosas la vitamina B2 sc deteriora en presencia de f
agentes oxidantes ( KMnO,, H20;, etc.)



Radioesterilizacién de medicamentos

Por un largo tiempo se ha considerado que la energfa ionizante ejerce
efectos letales sobre las bacterias, principalmente a través de acciones
directas. Con el progreso en investigaciones radiobiologicas, Hlego a ser
obvio que la accién directa no es el tinico mecanismo en la destruccion
de bacterias con energia ionizante, ya que los radicales libres formados
indirectamente por la reaccién de la radiacion con el medio podrian
también contribuir mucho en la destruccién de microorganismos. Por
tanto, es importante considerar los factores que pueden influenciar los
efectos indirectos de la radiacion ionizante sobre los microorganismos,
como son:

1. El ipo de ambiente presente en el producto a esterilizar.
2. Temperatura.
3. El grado de hidratacion.

Otros factores importantes a considerar, de acuerdo con los demis
métodos de  esterilizacién,  considerando  la  eficiencia de la
esterilizacion por radiacion depende de:

1. El namero y tipo de microorganismos contaminantes presentes en el

proceso.
2. Las condiciones ambientales en que ocurre el proceso.

La dosis adecuada de radiacion esta determinada por la carga
microbiana del producto, asf como la naturaleza del medicamento,
para evitar dafos en la estructura de tal producto.

Este es un punto crucial de interés, ya que se debe buscar la dosis
minima de radiacién para la inactivacion mucrobiana. La dosis de
inactivacion estard dada, no s¢lo por la cantidad de microorganismos
presentes. sino por el tipo de microorganismos que se encuentren.

Se han hecho estudios que demuestran que la radiacion ionizante
inicialmente produce una degradacion a nivel de ADN, la cual genera
la muerte celular.”? En general los investigadores han encontrado que
las bacterias son mas resistentes a las radiaciones cuando estan secas
que cuando estan en presencia de humedad.



Efecto de la radiacién gamma sobre diferentes especics bacterianas

Se han realizado estudios comparativos acerca del efecto que ejerce la
radiacién ionizante sobre varias especies bacterianas. Al igual que
otros agentes antibacterianos (fenol, 6xido de etileno, calor), se observé
que los microorganismos esporulados, como por ejemplo Bacillus
cereus, Bacillus subtilis., Clostridium sporogenes, entre otros, presentan
una mayor resistencia  hacia  la  radiacién  gamma que los

microorganismos vegetativos. ®

Estudios recientes indican que una dosis de 10.0 kGy de radiacion
gamma ¢s suficiente para eliminar los actinomicetos de alimentos y
productos alimenticios de origen animal.® Por otra parte, también se
cencontré que la dosis letal de radjacion gamuma para algunas
enterobacterias como Salmonella typhi en presencia de aire y polietilen
glicol, es de 0.2 a 1.0 kGy", asf como para una concentracion de 4 x 107
esporas/g la dosis de esterilizacion es de 2.5 a 4 kGy.°

La eleccion de la dosis para la esterilizacion depende de la
concentracion de microorganismos presentes en la muestra, asf como
de las condiciones del medio (temperatura, presencia o ausencia de
oxfgeno, grado de hidrataciéon).

La dosis letal empleada dependera de las condiciones del medio en
que se encuentre ¢l microorganismo, por lo que debe estudiarse el
efecto que causa la radiacion gamma individualmente para cada grupo

de microorganismos.
Servatia marcescens

Uno de los objetivos de este proyecto ¢s €l encontrar la dosis adecuada
para la eliminacién de este microorganismo, suponiendo que se
encuentra contaminando la vitamina Biz en solucién acuosa y en
estado sé6lido. Para comprobar que la vitamina Bi2 realmente ha sido
esterilizada (ausencia de microorganismos viables), se efectuaran las
pruebas de esterilidad correspondientes.



Este microorganismo fue seleccionado para hacer las pruebas de
esterilidad, ya que se trata de una cepa intrahospitalaria del biogrupo
A-5/8 biotipo AS8b.

Es una bacteria patogena, altamente agresiva que puede desarrollarse
en cualquier medio inh6spito, es decir, en ausencia de nutrientes
necesarios  para  su  crecimiento, s muy  resistente a agentes
desinfectantes tales como cloruro de benzalconio, 4acido sérbico,
clorhexidina, vte. tambi¢n  resiste a la accidon de los antimicrobianos yva
sea por la presencia de enzimas maedificadoras o destructoras de los
antibidticos.

Este microorganismo resiste a procesos utilizados para la
esterilizacion, come es el uso de 6xido de ctileno.

Son bacilos Gram (=), de 0.5 a 0.8 um de didmetro, gue pertenecen a la
familia de las Entervbacteriaceae, son anaerébicos facultativos, sus
colonias por lo general son opacas y pueden desarrollarse casi en todos
los medios de cultivo.

Pueden crecer a temperaturas entre 10°C v 37 "Ca plH de 5a 9.0

La aplicacion de la radiacion ionizante en la industria, cada dia es mas
amplia, en la actualidad es utilizada para la esterilizacion de
medicamentos, conservacion de productos alimenticios, cosmeticos etc.
de ahf la gran importancia de la Quimica de radiaciones en este campo.
Es de interés el buscar nuevas técnicas para la esterilizacion de
medicamentos y la radiacion ionizante es otra de las opciones. La
vitamina Bi: en solucién inyectable es esterilizada por microfiltracién
en la Industria Farmacéutica segun CFR, pero como todos los procesos
de esterilizacion ofrecen ventajas y dusventajas, por lo que la
irradiacion podria ser una de las téenicas por su facilidad de manejo
utilizada durante el proceso de esterilizacion.



OBJETIVOS

1. Estudiar el grado de descomposicion de la vitamina Biz en solucién
acuosa y en estado so6lido.

2. Estudiar el efecto de la concentracién en soluciones acuosas de
vitamina Bi: a dosis fijas de radiacion.

3. Calcular el % en pérdida de la vitamina Bi2 a diferentes dosis de
irradiacion en soluciones acuosas y en estado s6lido.

4. Calculo del valor G" de descomposicion de la vitamina Bi: en estado
sélido y solucion acuosa.

5. Si suponemos que una muestra de vitamina Bi: se encuentra
contaminada con Serratia marcescens. Encontrar la dosis adecuada para
su esterilizacion tanto en solucién acuosa como ¢n el estado sélido.




1.1 Definiciones basicas

Para tener un mayor conocimiento sobre la descomposicion de la
vitamina Bi: inducida por la radiacidn ionizante es necesario definir
los siguientes conceptos.

Quimica de radiaciones: Es el estudio de las transformaciones quimicas
inducidas por la radiacion ionizante en la materia.

Radiacion ionizante: Es la radiaciéon que tiene la energfa suficiente para
ionizar o excitar a los 4tomos con que interacciona, en ésta se incluyen
la radiacion proveniente de nicleos radiactivos (rayos y particulas a y
B), particulas de alta encrgfa cargadas (electrones, protones,
deuterones) y la radiacion electromagnética de longitud de onda corta
(rayos x con una longitud de onda mecnor a 250 nm y energfa mayor a

50 eV).

Radidlisis: La descomposicion de una sustancia causada o inducida por
radiacion ionizante.

Rendimiento radiolitico: Es el namero de¢ moléculas formadas o
destruidas por cada 100 eV de energia absorbidos. Se denomina valor
G.3
Numero de moléculas transformadas
G= Smme e e o = - % 100
Dosis

Para calcular el valor G, la dosis debera expresarse en electronvolts por
gramo (eV g), o electronvolts por mililitro (eV mil-1).



Valor G° o valor G inicial: es el rendimiento radiolftico obtenido
cuando la dosis absorbida tiende a cero. Se determina por la
extrapolacién a dosis 0 de la grafica valor G vs dosis absorbida.

Unidades

La dosis de radiacion absorbida por un material que ha sido irradiado
sc expresa en términos de la cantidad de energia que este absorbe por
unidad de masa. La unidad de dosis absorbida es el joule por
kilogramo (J kg'), la cual ha sido denominada como Greys (Gy), de tal
manera gque la dosis absorbida por un material se expresa en greys o en
alguno de sus maultiplos: kGy = 10° Gy, MGy = 10" Gy.

La unidad antigua de dosis de radiacion e¢s ¢ rad el cual fue definido
como erg g' o 10?2 Jkg'!, por lo que 1 Gy es igual a 100 rad y su
equivalenciaen eV gl es 1Gy = 6.24 x 1013 eV gt 4

La dosis emitida por unidad de tiempo s¢ denomina intensidad de
dosis absorbida (o también razén de dosis absorbida) y las unidades
son Gy s, expresada normalmente Gy min-'.

Radiacion gamma: Los rayos gamma son un tipo de radiacién
electromagneética de origen nuclear con longitud de onda en la region
de 3 x 10" m a 3 x 10'* m. Es mads comun expresar la radiacién en
términos de energfa que en términos de longitud de onda, por lo que la
relacion entre longitud de onda y energta es:

he
E= . -
IS
Donde h es la constante de Planck, ¢ es la velocidad de la luz, y Aesla
longitud de onda. Al sustituir las constantes 3

1.24 x 10~

E= -

A
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Es necesario conocer el poder de penetracion de [a radiacion por los
propositos de su aplicacion por ejemplo para la radioesterilizacion de
productos médicos, material quirargico, etc.

En un medio dado, el alcance de la radiacion depende de su tipo y
energfa. Entre los tipos de radiacion ionizante, los rayos ganmuna son
los (ue presentan un mayor poder de penetracion (Fig. 1). Estos
pucden atravesar grandes distancias aun en un medio denso, por
cjemplo sc¢ requiere un espesor de plomo de 15 centimetros para
reducir la intensidad de una fuente ¥ por un factor de 5000.3

Al He'* —
Beta e”
e A o
Fetan Gamma —~1 e e N N ]
N%WM
Hoj)as de Hojs de Blequy
papel atuminio de plomo

Fig. 1. Poder de penetracion relativo de radiaciones alfa, beta y gamma.

Cuando la radiacién gamma pasa a través de la materia sufre absorcion
por interaccion con los dtomos del material absorbente.

El resultado es un decremento en la intensidad de la radiacion que esta
en funcion de la distancia recorrida a través del matcerial absorbente y
de la naturaleza del mismo. La ecuacion del decremento en la energla
del haz incidente de radiacion es exponencial y se expresa:



I=le*

In~— = —ux
1.

donde:

I. = la intensidad del haz incidente de radiacién

1 = la intensidad después de atravesar una distancia x a traveés
del material

u = coeficiente de atenuacién linear del material

El coeficiente de atenuacién linear del material, 1 es un valor que
depende ademas de la naturaleza del material absorbente, de la energfa
de la radiacion y sus unidades son cm'! . Para una radiacién de 1 MeV
el valor de p para plomo, agua y aire, expresado en cm! es de 0.797,
0.0706 y de 7.6 x 10-5 respectivamente. 3



1.2 Radi6lisis del agua

Debido a la importancia del agua y de soluciones acuosas en procesos
quimicos y biolégicos, la descomposicion del agua por la radiacién ha
sido estudiada extensivamente.

Cuando el agua sufre un proceso de radiélisis, se presentan tres etapas
principalmente.

En su primera etapa se producen iones y moléculas excitadas segan
las siguientes ecuaciones:

HxO —~rs H20" + e (1)
HO -~ HO" @

En la segunda etapa de la radiolisis del agua, la molécula excitada
H2O" se descompone rapidamente dando origen a los radicales libres:

H:O" —~~— H°®+ OH (3)

El radical libre "OH se le denomina radical hidroxilo y  al radical H®
radical hidrégeno.

El i6n producido en el proceso (1) sufre una reaccién con una
molécula de agua.

HxO* + H2O -~~~ H:O*+"OH (4)
La especie H1O" se le denomina i6n hidronio.
En tanto el electron expulsado en la reaccién (1) es rodeado de
moléculas de agua formandose el electron hidratado eiq

nHxO + e” —~— €aq



Como tercera y ultima etapa ocurren reacciones subsecuentes del tipo
radical-radical que dan origen a la formacion de:

H*+H -~~~ H-H (5)
HO® + HO® —~~— FO-OH (6)
Se les denomina productos moleculares.

En forma global la descomposicion radiolftica del agua se representa
por la ecuacion:

H2O ~~~—» H* + "OH + eagq + Hz+ HzO:+ H:O~ (]

Los eventos quimicos que ocurren en las soluciones acuosas irradiadas
son estimados con los productos radioquifmicos (G = namero de
radicales, stomos 0 moléculas formados por cada 100 eV) son:

G(eaq) = 2.6, G("OH) = 2.6, G(H3) = 0.45, G(H:03) = 0.75 y G(H") = 0.55.

Si ademas del agua estd presente algan otro compuesto, la energfa de
la radiacion es depositada principalmente en el agua. Los productos
de la descomposicion de ésta, a través de efectos secundarios,
reaccionan con el compuesto y origina nuevos intermediarios que
producen los productos quimicos finales observados.»



ANTECEDENTES DE LA IRRADIACION GAMMA DE LA
VITAMINA Bz

2.1 Efectos de la radiacién ionizante sobre la vitamina Bi2

Proctor v Goldblith 3 realizaron estudios sobre el efecto de la radiacién
ionizante sobre vitamina Bi2 en soluciones acuosas de vitamina Biz y
en leche cruda entera. Sus resultados se muestran en las tablas 1y 2.

Tabla 1. Efecto de la dosis sobre soluciones acuosas de vitamina Bi2

Dosis (Gy) (%) Remanente de Bz (%) Remanente de B2
10 pug/mi 15 ng/mi
25 68 77
45 32 67
81 35 52
146 21 32

Observaron una mayor descomposicion de la vitamina Biz a mayor
dosis de irradiaciéon, asf como una mayor descomposicion de la
vitamina cuando se encuentra en una solucidn acuosa mas diluida,
concluyendo de esta manera que la vitamina Bz en solucién acuosa es
relativamente radiosensible, es decir, los efectos de la radiacidn son
indirectos.

Para la leche cruda entera observaron que la descomposiciéon de la
vitamina Bi: fue mas baja al disminuir la concentracién de la vitamina
y las dosis empleadas de radiacién fueron mas altas que las utilizadas
para las soluciones acuosas de vitamina, por lo que esto puede ser un
indicativo de que algunos de los componentes de la leche protegen a la
vitamina de su descomposicion.



Tabla 2. Resultados obtenidos para leche cruda entera irradiada

- Dosis (Gy) ’ (%) Remanente 0.0049ug/mil
500 100
1000 75
2500 67
5000 69

Proctor y Goldblith informaron que para la leche cruda entera la dosis
de pasteurizacién es 1000 Gy y para su esterilizaciéon es de 5000 Gy. 13

Estudios realizados en 1972 por Blackburn y colaboradores 4 sobre la
acciobn que cjerce la radiacion ionizante sobre la vitamina Biz en
solucién acuosa, muestran que la cianocobalamina es atacada por las
especies producidas por la radi¢lisis del agua.

El eaq que es un poderoso agente reductor actua reduciendo el atomo
central de cobalto (II1) de la vitamina Biz a Co(Il) (vitamina Biar), 6
hasta Co (I) (vitamina Bi:s). Este cambio puede revertirse con la
presencia de oxigeno. Por tanto el oxigeno puede proteger a la
vitamina B:x de un permanente dano como se indica en la tabla 3.

Otro de los productos de la radiolisis del agua son los radicales *"OH,
los cuales al reaccionar con la vitamina B;x producen una permanente
degradacion, obteniéndose un compuesto organocobdltico café, no
caracterizado. En la tabla 3 se presentan sus resultados.
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Tabla 3. Cambios en la densidad 6ptica a 351-361 nm en soluciones
acuosas de vitamina B;: irradiadas (dosis = 3.2 x 107 eV ml-1). 14

Solucién pH  antes de oxidacién después de oxidacion + G(Bizr)

Sin Oz 6.0 0.29 0.22 0.7
10.0 0.27 0.16 1.0
Sin Oz 7.4 0.26 0.06 1.95
+ HCOO™
Sat. N:O 6.0 0.25 0.25 0.00
10.0 0.24 0.22 0.20
Oz 6.0 - 0.17 0.00
10.0 - 0.13 0.00

=G (Bizr): calculada de los cambios en molaridad, cuando las soluciones irradiadas
fueron oxidadas.

Blackburn y colaboradores publicaron que en soluciones de
cianocobalamina saturadas con N:O, éste actita atrapando al eaq que
es un fuerte agente reductor, que como puede verse en la tabla 3, no
hay una produccién de (Bizr) a pH 6, mientras que a pH 10 el valor de
G(Bizr) = 0.2, por lo que se ve una dependencia del pH para la
produccion de diferentes especies en la descomposicion radiolitica de
soluciones acuosas de la vitamina Bia. Cuando tenemos O: en la
solucién ocurre algo similar que con el N:zO, por lo que no hay
produccion de (Bizr). En soluciones desgasificadas, los eaq quedan
libres, reduciendo la vitamina Biz a Bizr, esto puede observarse por los
valores G obtenidos en 1la tabla 3. (ver pagina 19. Efecto de otros
solutos).

Los productos reducidos pueden ser ficilmente reoxidados por el
oxigeno, los cuales absorben en 351-361lnm, indicando que sean
probablemente la vitamina Bi:r o vitamina Bias (Co I).
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Los mismos autores proponen un mecanismo de reaccion de los eaq
sobre la vitamina By:. Sugieren que esta especie puede reducir con una
interacciéon  directa el atomo de cobalto de Colll a Coli, o
indirectamente con ¢! anillo corrinoide. Similarmente los radicales
hidrégeno pueden reducir el atomo de cobalto con una simple reaccién
de transferencia de carga.

Co(l1l) + H® ——» Co(Il) + H~

Por lo tanto la cianocobalamina reacciona con las especies producidas
por la radi6lisis del agua, la degradacion es atribuible a los radicales
“OH y a los eigq. Los radicales hidroxilo atacan produciendo un
compuesto café¢ no identificado, el cual es considerado como un
producto exclusivo de la cianocobalamina cuando sufre un cambio
quimico permancnte. Los radicales hidrégeno y el HxXO: tienen una
minima contribucion.

Por otro lado, la cianocobalamina en estado s¢lido es mas resistente a
la radiacién con una G(—cianocobalamina)— 0.6.
2.2 Efecto del pH en soluciones acuosas sobre la vitamina B2

La concentracién de productos radioliticos del agua depende del pH
de la solucién.

Los tipos de equilibrio que son pH dependientes pucden representarse
de la siguiente manera:

Soluciones &cidas

€aq + H" —— "

H* + H* — H2*



Soluciones alcalinas
(OH)*'— H*+ O~
HO2) — H'+O2

H* + OH™ ——— €3q

De acuerdo a las especies producidas dependiendo del pH de la
solucién, y con la estabilidad de la cianocobalamina, es conveniente
trabajar a un pH ligeramente acido. s

2.3 Irradiacién de soluciones acuosas de vitamina B;; conteniendo
diferentes solutos

Faraggi y Leopold * realizaron estudios sobre los efectos de la
radiacién ionizante sobre soluciones acuosas de vitamina Bz

conteniendo CO: y ter-butanol, para atrapar al eaq convirtiéndolo a
COz” segun la siguiente reaccion:

CO:2 + eaq — CO2”

Por otro lado Blackburn y colaboradores 17 observaron que al saturar
soluciones acuosas de cianocobalamina con NxO, los ejq son atrapados
por el N2O, pero al reaccionar ¢stos se producen radicales “OH de
acuerdo con la siguiente reaccion:

H*
exgq + Nz2O —— N2 + "OH + OH~



Los radicales *OH formados reaccionan segun los trabajos de
Blackburn y colaboradores y de Faraggi y colaboradores (1973), con el
ter-butanol formandose una especie no reactiva hacia la vitamina Bz,
por lo que se protege a la vitamina del dafio permanente.

2.3.1 Vitamina B;: en presencia de formato de sodio desgasificado
con Argén

En esta solucién todos los electrones acuosos reaccionan con la
cianocobalamina, mientras que los radicales *OH y los atomos de
hidrogeno reaccionan con el formato dando los radicales carboxilo
CO~ 01,

2.3.2 Vitamina B;: saturada con N:2O

En esta solucion los electrones acuosos reaccionan con el NzO, dando
radicales hidroxilo, los cuales junto con los atomos de hidrégeno
producidos directamente por la radiacion atacan la cianocobalamina.
Los cambios cn la absorcién redondean en los 310 nm, indicando la
ausencia de apreciables cantidades de Biar, aunque las trazas pueden
haber sido formadas por la accién de los atomos de H. El decremento
en la densidad é6ptica a 360 nm y los otros cambios son atribuibles al
ataque de radicales *OH sobre cianocobalamina dando el no
caracterizado compuesto amarillo-café. 17

2.3.3 Vitamina Bi; en presencia de formato de sodio saturada con
N20 6 CO:

En ambas soluciones los electrones acuosos, radicales hidroxilo y
atomos de hidrégeno son convertidos a radicales COz". Se produjeron
cambios no significativos en la densidad 6ptica, dando una mas
amplia confirmacién de que CO:2™ no reduce la cianocobalamina a Biar.
Los pequenos cambios a 313 nm confirman que el CO2™ no la reduce,
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mientras los cambios a 360 nm indican alguan otro ataque sobre la
molécula bajo esas condiciones.

La adicién de uno o mas solutos a los diferentes medios nos da una
idea de como podemos proteger los compuestos de cobalto(lIT), antes
mencionados, evitando asf un dano permanente al grupo de vitaminas
Bia, buscando de este modo la forma mas eficiente de esterilizacion de
soluciones acuosas por medio de la radiacién ionizante. V7

2.4 El papel del H:0O: en la radi6lisis de la vitamina Biz

En 1982 Kishore y colaboradores " estudiaron los efectos del HzOz
sobre la vitamina Biz en soluciones acuosas neutras, observando que
las principales diferencias en utilizar Oz 6 N2O reside en la producciéon
de H=O: proveniente de la radiolisis del agua.

Para ello, las soluciones de vitamina Bi: irradiadas se llevaron a cabo
bajo las siguientes condiciones:

(1) Soluciones saturadas de NxO.

(2) Soluciones saturadas de N2O, adicionando inicialmente HxO2. (La
concentracion de H:O; adicionado 4 uM, fue escogido de tal modo que
la cantidad de H:O: adicionado no compitiera con las especies
primarias de la radiolisis del agua).

(3) Soluciones saturadas con Ox.

En los tres sistemas anteriores las moléculas de la vitamina pueden
reaccionar con los radicales *OH, y también con los Atomos de H en
soluciones saturadas de N:O, sin embargo, ¢l eaq no reacciona, ya que
es atrapado por el Oz o el NzO. Sus resultados se muestran en la tabla
4.
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Tabla 4. Efecto de H:O: sobre la descomposicion de la vitamina Biz en
soluciones acuosas irradiadas

Vit. Solucién saturada Solucién saturada de N2O  Solucion saturada

con N20O conteniendo H2O2 con O2
G(-Vit) G(H20») G(-Vit) G(FHO2) G(-Vit) G(H=0O=)
Bz 3.0 - 3.7 - 1.8 -

Como puede verse de los resultados de la tabla 4 el valor G(-Vit Bi2) es
mas alto cuando se adiciona H:O: al sistema. Estos valores sugieren
que ocurre una reaccién entre la vitamina Biz y el HxO: formado
durante la radiolisis. El éxito de esta reaccion fue directamente
confirmado en soluciones saturadas de N:O conteniendo HxO. ya que
en este caso hay un incremento en la descomposicion de la vitamina y
un paralelo consumo del H:Cxz.

2.5 Constantes de velocidad de productos radioliticos del agua y la
vitamina B;:

En 1974 Blackburn y colaboradores 7 indicaron que los electrones
acuosos reaccionan c<con el Atomo central de cobalto de la
cianocobalamina, dando como producto la vitamina Bizr (Co II), con
una constante de velocidad de k=3.8 x 10 " dm?® mol ! s,

Los radicales hidréxilo reaccionan con la cianocobalamina con una
constante de velocidad de k = 6.5 x 10 °* dm* mol-! s-1, produciendo el
compuesto no caracterizado café-amarillo.

De estos resultados se determina que el eig reacciona principalmente
con la vitamina Bia.
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Tabla 5. Valores G obtenidos por diferentes investigadores para la
vitamina Bix en solucién acuosa

Analisis Condiciones G(~ Vit Bia) Ref.
(solucién acuosa)
uv 3.7 x 10-5 mol L-? 2.6 14
uv 3.0 x 105 mol L 2.12 15
uv Sat. con N2O 3.0 18
uv Sat. con O2 1.8 18
uv Sat. N:Oy H=0O- 3.7 i8

Segin los estudios anteriores los diferentes investigadores coinciden
en que la cianocobalamina en solucién acuosa es fuertemente atacada
por los productos de la radi6lisis agua, por lo que hay un menor dario
cuando es irradiada en estado sélido, este tipo de consideraciéon debe
emplearse para estudios posteriores.

El uso de otros solutos en soluciones acuosas de vitamina Bis,
permitirian que la vitamina Bi: sea efectivamente esterilizada en
solucién acuosa por radiacion ionizante, sin que sea acompafnada por
cambios quimicos importantes.
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PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Reactivos:
Vitamina Bia, obtenida de los Laboratorios Sigma Chemical C.O.

Todos los demds reactivos utilizados fueron de la mas alta pureza,
disponibles en el mercado.

Se prepard agua triplemente destilada segun la técnica usada por
Draganic.®

3.2 Preparacion de las muestras

En Quimica de Radiaciones se requieren de cuidados especiales como
la pureza del agua, la limpieza de los contenedores para irradiacion y
preparacion de las soluciones, ya que se involucran especies reactivas
presentes en muy bajas concentraciones, y cualquier impureza
presente, compite con las especies reactivas y asf{ repercutir en los
resultados obtenidos. Por consiguiente, todo el material de vidrio y
contenedores para irradiacion utilizados son lavados con detergente y
agua corriente, posteriormente sumergidos en una mezcla de 4cido
nitrico-acido sulfirico durante una hora. Después son enjuagados con
agua corriente, agua destilada y finalmente con agua tridestilada. Se
secan a temperatura ambiente y se llevan a una mufla a una
temperatura de 300-350°C por 30 minutos como minitmno.

Los contenedores para irradiacion utilizados son ampolletas de vidrio
de 1.2 cm de diaAmetro y 4 em de largo.

El degasado de las soluciones y el llenado simultaneo de las ampolletas
para irradiacion se hizo por medio de un dispositivo de vidrio
conectado a través de una trampa, a una bomba de vacfo. El aire es
eliminado por la agitacién y el vacfo, en un tiempo aproximado de 30

PRSP =
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minutos. Cuando se ha eliminado el aire, se procede a llenar las
respectivas ampolletas y taparlas.

Las soluciones de clanocobalamina fueron preparadas con agua
triplemente destilada. Las soluciones empleadas eran de diferentes
concentraciones (1 x 102 moll-talx 10° moll ). Todas las soluciones
acuosas irradiadas fueron previamente desgasificadas, El pH de las
soluciones fue de 4.5 y 7.9 respectivamente. Dado que la vitamina B;:z
es sensible a la luz, las soluciones se protegicron de la luz.

Después de ser preparadas las muestras fueron irradiadas y analizadas
inmediatamente por cromatografia de liquidos de alta presion.

Para las muestras de vitamina Bi: s6lida, se pesaron aproximadamente
0.01 g.

Se irradiaron en el intervalo de dosis estudiado y se hicieron las
respectivas diluciones hasta llegar a una concentracién de 1 x 10> mol
11 para un andlisis posterior por cromatografia liquida de alta presion.
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3.3 Irradiacion
3.3.1 Fuente de irradiacion

La fuente radiactiva empleada fue un irradiador de rayos y del
radionuclide Cobalto-60 Hamado Gammacell 200, que consiste
basicamente en una fuente de forma anular, un blindaje de plomo
alrededor de la fuente y una cavidad cilindrica (émbolo) que se mueve
verticalmente a través del centro de las fuentes con una camara de
irradiacion de 13.9 cm de largo por 8.9 cm de diametro, donde se
coloca la muestra a irradiar desde fucra.

La actividad nominal de la fuente fue de 1.3505 x 10" Bq (3650 Ci ). En

el momento de este estudio la intensidad de la dosis fue de 1.6
Gy /min, determinado mediante el dosfmetro de Fricke.

CUINDRO EXTERIOR

(84 )NTH()Q‘ ./ CAMARA DI MUESTRA

f BLINDAJE DE PLOMO
coBALTQED »/m MIERTA 1¥E ACERC
/ ‘/n« IXIDARLE

L\‘h 1

[ PLATAFORMA I

Diagrama de “Gamacell 200 Fuente radioactiva de cobalto 60
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3.3.2 Dosimetria de la fuente de irradiacién

Se determino la dosis de radiacion absorbida por medio del Dostmetro
de Fricke, ¢l cual consiste en una solucién acuosa de sulfato ferroso 10+
mol 1 1, acido sulfarico 0.4 mol | ! y cloruro de sodio 10 mol | ‘1. La
radiacion induce la oxidacion del jon ferroso a ion férrico en pH bajo y
en presencia de oxigeno. El empleo de cloruro de sodio es con el
proposito de reducir el efecto de posibles impurezas.

El rendimiento radiolitico G- un y ¢l coeficiente molar de absorcion €
de los jones férrico son conocidos para diferentes condiciones de
irradiacion y de analisis. El incremento en la densidad optica
(absorbancia A) es determinada en un espectrofotémetro 2 una
longitud de onda de 304 nm y es debido al incremento en la
concentracion de los iones férrico. El incremento es proporcional a la
dosis absorbida hasta aproxdmadamente 200 Gy.

La dosis absorbida D. es determinada a una temperatura dada a partir
de los incrementos en la absorbancia y de los valores conocidos Grermy

ye:

GEennel p

donde:
AA = incremento en la absorbancia de la solucién

G(retn = rendimiento radiolftico del ion férrico, (1.62 x 10-¢ mol J-1) para
soluciones con presencia de oxfgeno y a 25 °C

€ = coeficiente molar de absorcion del ion férrico (216.4 m2 mol-! a 304
nm y 25 °C

1 = longitud del paso de la Iuz en la solucién (1cm)

p = densidad de la solucion (1.024 kg dm-)
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3.4 Anilisis de las muestras irradiadas

Se analizaron las muestras irradiadas para determinar el grado de
descomposicion de la cianocobalamina en solucién acuosa y en la
cianocobalamina en estado soélido

3.4.1 Espectrofotometria Ultravioleta

Aparato

La obtencién de los espectros ultravioletas de la vitamina B2 en
solucién acuosa, expuestas a diferentes dosis de irradiacién, se
realizaron mediante el empleo de un espectrofotémetro marca Perkin-
Elmer, modelo 553.

Procedin-Zento

Se prepararon soluciones acuosas de vitamina Bix (1 x 10-3 mol L),
las cuales fueron irradiadas a diferentes dosis, obteniéndose los
espectros ultravioleta respectivos (278, 361 v 330 nm). Se hizo un
barrido de 600 nm a 200 nm para cada solucion irradiada, para buscar
la posible apariciéon de diferentes maximos de absorcion.

3.4.2 Cromatografia de liquidos de alta presién
Aparato

Se hicieron las determinaciones en un cromatografo de liquidos de alta
presion, marca Varian, modelo 9010 equipado con un detector
espectrofotométrico visible-ultravioleta, marca Varian, modelo 9050.
Como fase estacionaria se empled una columna de acero inoxidable
Hypersil OIDS C-18, de tamafo de particula de 3 yum. la columna usada
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fue de 15 cm de largo x 4.6 mm de diametro interno, y un registrador
marca Hewlett-Packard. La fase mévil fue una solucién acuosa de
metanol 25%, dcido acético 1% y sal sédica del dcido hexanilsulfénico
5 x 10-* mol L-'. Las condiciones de trabajo fueron las siguientes:

Razon de flujo de la fase movil: 0.5 ml/ min.

Presion: 130-136 atm.

Longitud de onda del detector variable con el Htempo: 0-25 min. 361
nm.

Volumen de inyeccién: 10 pl.

Velocidad del papel registrador: 0.5 em/ min.

Sensibilidad de deteccién: 0.1 a.u.f.s.

Procedimiento

Se elaboré una curva patron de cianocobalamina para lo cual se
prepararon soluciones acuosas de cianocobalamina de concentraciones
delx 10°a 1x1073 moll-!, seinyectaron cada una de las soluciones
por triplicado. Para cada muestra se registré el 4rea bajo la curva de la
sefial obtenida y se obtuvo su regresidn. Se trazo una grafica de
concentracion de cianocobalamina contra area bajo la curva dando la
ecuacién de la recta.

Posteriormente, se prepararon soluciones acuosas de vitamina Bix de
concentracion 1 x 105 mol Ity 1 x10-*mol ] 1.

Se irradiaron a diferentes dosis. para la obtencién del valor G° v para
el cdlculo del % en pérdida de la vitamina. Se trazé una grafica de
valor G contra dosis de irradiacion, expresado en Gy y se trazo otra
grafica del % en descomposicién contra dosis de irradiacion expresado
en Gy para cada concentracién utilizada.

Para la vitamina Bi» sélida, la dosis de irradiacién a la que fueron
expuestas fue del orden de 2 a 25 kGy. Se obtuvo el valor G* y se trazé
una grafica del % en descomposicién de la vitamina contra dosis de
irradiacién.
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3.5 Serratia marcescens

3.5.1 Estudio del efecto de la radiacién ionizante sobre Serratia
marcescens.

Se utilizé en ¢l experimento una cepa de Serratia marcescens con
temperatura de crecimiento de 30 "C y a los 37 °C, ya que se ha
observado que al sembrar  este microorganismo e incubar a las 2
temperaturas (30 °C y 37 °C) presentan un diferente comportamiento y
resistencia hacia los agentes desinfectantes y antimicrobianos, por lo
que se optd por utilizar la Serratia marcescens con crecimiento a las dos

temperaturas. 10

Segtn los resultados obtenidos, la vitamina Bj: en solucion acuosa es
muy sensible a la radiacion gamma, y su descomposicion es muy alta a
bajas dosis de irradiacion por lo que no puede ser esterilizada en esas
condiciones, mientras que para la vitamina Biz en estado solido
muestra una alta resistencia a los efectos de la radiacion a altas dosis,
como se verd mas adelante, por lo que se esterilizara vitamina Bi:
solida como materia prima.

3.6 Prueba de esterilidad

Se fundamenta en la deteccion de formas viables de microorganismos,
en medios de cultivo adecuados para crecimiento de bacterias, hongos
y levaduras, que se encuentran como contaminantes en productos
estériles.

Para realizar las pruebas de esterilidad es necesario tener la
responsabilidad y adiestramiento necesario para que se vigile, ejecute y
controle cada paso de las mismas como son: limpieza y sanitizacion del
cuarto limpio y de los equipos del Area, verificacién de la esterilidad de
la vestimenta, guantes, material de trabajo. 19
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3.6.1 Materias primas

Medios de cultivo. Deben  tener los nutrientes adecuadas para el
desarrollo microbiano.

Se utilizaron medio fluido de tioglicolato y caldo de soya tripticasefna
as

3.6.2 Equipo

Incubadoras. Deben estar calificadas en  su  instalaciébn  y
funcionamicento, las temperaturas de incubacion seleccionadas no
deben variar mas de + 0.5 °C.

Se utilizaron dos incubadoras, a35°Cy 25 °C.

3.6.3 Procedimiento

Para efectuar las pruebas de esteritidad, se hicieron de acuerdo con las
prucbas especificadas en la Farmacopea de los Estados Unidos
Mexicanos, para esto primero deben certificarse las propiedades
nutritivas de los medios de cultivo.

Las pruebas de esterilidad se realizaron por el método directo. Para
esto se utilizé un mililitro de una suspension de microorganismos de
Serratia marcescens que contiene 10 microorganismos/ml, los cuales
fueron inoculados en tubos de vidrio estériles de 1 x 3 cm y se
irradiaron a dosis de 1 a6 kGy.

La experimentacion se llevo a cabo como se indica en la tabla 6

Una vez que se irradiaron a la suspension de microorganismos, estos
se extrajeron en condiciones asépticas con una jeringa estéril, lo cual
fué rcalizado para cada una de las muestras. Se colocaron 0.5 mil del
microorganismo en tubos que contenfan 15 ml de medio fluido de
tioglicolato estéril y 0.5 ml en caldo de soya tripticasefna para todas las
muestras, dejando un blanco del medio para comprobar la esterilidad
del medio.
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Los tubos con medio de tioglicolato incluyendo al blanco y al testigo
del medio fueron incubados a 35°C durante 7 dias, para los tubos
conteniendo caldo de soya tripticaseina, se incubaron a 25°C durante
14 dias. ?

Los tubos fueron revisados diariamente para observar si habfa
presencia de turbidez.

Para la Serratia marcescens con crecimiento a 30°C se siguié con el
procedimiento anteriormente citado.

Tabla 6. Irradiaciéon de la Serratia marcescens

Muestra Serratia marcescens con Dosis de irradiaciéon (kGy)
crecimiento a los 37 °C
1 1ml 1
2 1mil 2
3 1ml 3
-4 1ml - 4
3 1ml 5
6 1ml 6
Blanco 1 ml 0
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RESULTADOS Y DISCUSION

Espectrofotometria ultravioleta

En la figura 2 se muestran los diferentes espectros ultravioleta para la
vitamina Bi: en solucién acuosa 1 x 105 mol 1 -1, después de haber sido
irradiadas con las dosis indicadas.

Pueden observarse 3 maximos de absorcion, 278, 361 y 550 nm. Se
observa una disminucion en el pico de absorcion a 361 nm, a medida
en que se aumenta la dosis de radiacion. Sin embargo, no se observa la
aparicion de nuevos picos de absorcion.

Al irradiar soluciones acuosas de vitamina Bix en ausencia de oxfgeno,
como ha sido mencionado en la literatura, la radiacién actaa
pricipalmente en el agua, siendo los eig uno de los productos de la
radiolisis del agua, éstos son agentes fuertemente reductores que
actuan sobre el atomo central de cobalto de la vitamina reduciéndola a
sus formas de Co (II) vitamina Bir con un maximo de absorcion a los
310 nm hasta Co (I) vitamina Bizs con su maximo de absorcion a los
380 nm. Estas dos formas son altamente inestables y por la accion del
oxfgeno atmosférico 6xida al atomo de cobalto pasando a su estado
inicial de Co (I11), por lo que la longitud de onda a la cual se hicieron
las determinaciones de la By irradiada fue a 361 nm. A esta longitud de
onda se presenta el méximo de absorcion para la molécula de vitamina
B12 Co (111).

Para prevenir la rdpida oxidacion, el analisis se llevé a cabo
inmediatamente después de la irradiacion.
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Figura 2. Espectros de ultravioleta de vitamina Byz a diferentes dosis
de irradiacion.
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Cromatografia de liquidos de alta presién

En este proyecto el método de analisis utilizado para la determinacion
de la vitamina Bi: irradiada fue por Cromatograffa de liquidos de alta
presion, ya que es un método para separar una mezcla de varios
componentes en sus componentes individuales.

Esta técnica es de alta precision y reproducibilidad en sus resultados.
El cromatografo utilizado esta equipado con el espectrofotémetro mas
selectivo que es el detector de UV y trabaja midiendo la absorcién de
Luz Visible o de Ultra Violeta que absorbe la muestra efluente de la
columna. Se us6 la absorcién en UV, porque es la region en la que
absorbe la vitamina Bi:.
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Cilculo del porciento de descomposicion de la vilamina B;,

Se cuantificO el porciento de descomposicion de la vitamina Bia
irradiada tanto en solucion acuosa como en estado solido por
cromatografia de llquidos de alta presion.

En la figura 3 sc mucstran los resultados de la curva patréon obtenida
de la vitamina Biz que se utilizé para determinar el % en
descomposicion de la Bz en las muestras irradiadas. De la regresion
obtenida se tiene la siguiente ecuacion de la recta:

y = 1.086 x 10! (x) + 1.68 x 10*
x = concentracién (uumol 1 1),

1£6

1€6 +
8ES ¢+
6ES 1
4ES -l

2ES 4

—

0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0
6

CONCENTRACION (M) > 10

Figura 3. Curva patréon de vitamina B2 en soluciéon acuosa.



Efecto de la radiacion gamma sobre la vitamina By

La vitamina Bi: fue irradiada en soluciones acuosas de 1 x 105 mol 1 -3,
1x10?mol 1! y en estado solido. Cromatogramas tpicos del analisis
de la vitamina Biz se presenta en la figura 4.

En las figuras 5 y 6 se muestra el efecto de la dosis de radiacién en la
vitamina Bi; en solucién acuosa a diferentes concentraciones. Como
puede observarse hay una mayor descomposicion de la vitamina Biz a
medida que la concentracion baja a las mismas dosis de radiacion.
Debido a que el medio de reaccion para ambas soluciones €s acuoso y
que el soluto (vitamina Bi2) en comparacién con el agua, se encuentra
en concentraciones muy pegquefias, puede decirse que la interaccion de
la radiacion en el sistema sera en primer lugar con las moléculas del
agua. Como ya se ha mencionado, los productos radiolfiticos del agua
son los que reaccionan con la vitamina Bi2, provocando su
descomposicion.

Para la vitamina Biz en estado sélido, la descomposicion es minima a
altas dosis de irradiacién como s¢ muestra en la figura 7.




a)

Asca bajo la carva

799854
- . JR——
b) Atca bajo Ia curva
532799

<)

Atea bajo I carva

408472
Figura 4. C togramas ot idos de la vit i Bz e soludion acuosa de

concentracion 1 x 10 mol | 't cuando es expuesta a las dosis de radiacion gamma
dea)B8Gy b)16Gy y <) 24Gy.

Como se observa cn la figura 4, se obtienen diferentes dreas bajo la
curva del mismo pico con tiempo de retencion de 20.5 min. Ademas,
puede observarse que no se obtienen otros productos radiolfticos
diferentes a la vitamina B2 reducida.
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Figura 5. Porcentaje de descomposicion de la vitamina Biz en solucion
acuosa de concentracion 1 x 10-5 mol 1 -! expuesta a diferentes dosis de
radiacion.
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Figura 6. Porcentaje de descompoeicion de la vitamina Bz en solucion
acuosa de concentracion 1 x 102 mol 1! expuesta a diferentes dosis de

radiacion.
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Figura 7. Porcentaje de descomposicion de la vitamina Biz en estado
s6lido expuesta a diferentes dosis de radiacion.
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Efecto de la concentracidon de vitamina Bz

Los datos que s¢ obtuvieron del porcentaje de descomposiciéon de la
vitamina Bi: a diferentes concentraciones se presentan en la tabla 7.

Tabla 7. Porcentaje de descomposicién de la vitamina Bi: a diferentes
concentraciones en solucién acuosa.

Dosis (Gy) Conci1 (1 x 103 moll-1) Conca2(lx103moll-l)

8 24.7 % 0.65 %
16 49.8 % 1.25 %
24 61.5 % 203 %
32 723 % 2.78 %
48 81.0 % 4.38 %
64 89.8 % 5.39 %
80 96.6 % 6.89 %

Se observa que la concentracion de vitamina ejerce un papel muy
importante en la descomposicion radiolitica de la vitamina Bz, A
mayor concentracion la descomposicion de la Bz es menor.

Se obtuvieron los diferentes valores G de la vitamina Biz en solucién
acuosa en el intervalo de dosis estudiado. Al hacer la grafica el valor G
vs Dosis de irradiacion (eV ml-) se obtiene la sigujente curva para la
vitamina Bi: en solucion acuocsa 1 x10-3 mol 1 -1.

Al interpolar la curva al eje de las ordenadas se determina el valor
G® (rendimiento radiolftico inicial) de 3.25.

De manera similar se obtuvo un valor de G° = 0.088 en la solucién de
vitamina Bi: de concentracién 1 x 102 mol 1-1.
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VALGR G
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Figura 8. Determinacién del valor G° de descomposicion de la vitamina
Bi2 en solucién acuosa a una concentracién de 1 x 103mol 1-1.
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En la figura 9 se muestra la grafica del valor G de descomposicion de
vitamina Biz en estado solido. Al interpolar 'la curva, se obtiene el
valor G® = 2.1 x 103, :

VALOR G x 107

o
o

e
+

o 5 10 15 20 25
DOSIS kGy

Figura 9. Determinacion del valor G de descompusicion de la
vitamina Bi2 en estado sé6lido.




Valor G° de descomposicién para la vitamina Biz en soluci6én acuosa
y en estado sélido

Se encontré por este método de analisis (Cromatografta de lfquidos de
alta presién) los siguientes valores G° de descomposicion para la
vitamina Bi: en solucién acuosa y en estado soélido:

Para la vitamina Bi: en solucién acuosa de concentracion 1 x 10-3 mol 1}
su G* = 3.25 gque comparado con lo publicado anteriormente por los
diferentes investigadores [G = 2.6 4, G = 2.12 15}, los cuales hicieron sus
determinaciones por Espectroscopfa Ultra Violeta, es mas alto.

Esta diferencia puede ser por el método de anilisis empleado, puesto
que ellos realizaron sus determinaciones por espectroscopfa Ultra
Violeta, en este método la lectura de absorbancia incluye a la vitamina
Bi: y a otros productos radiolfticos que pueden absorber a la misma
longitud de onda y en el caso de la cromatograffa de liquidos de alta
presion hay una real separacion de los componentes de la muestra
irradiada y su determinaci6n sera individual.

El valor G° de descomposiciéon para la Biz de concentracién 1 x 102
mol 1l -les de 0.088. A esta concentracion No se encontré ningan valor

G® publicado.

Para la Bi2 en estado sélido el valor G” = 2.1 x 10 que no puede ser
comparado con otros valores encontrados anteriormente, ya que el
tnico valor G publicado fue por Blackburn y colaboradores !4 que es de
0.6, y no se hace referencia de las dosis empleadas para la irradiacion
de la vitamina B)z en estado sélido.
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Resultados de las pruebas de esterilidad:

Tabla 8. Medio fluido de toglicolato. Incubacion 7 dias. Temperatura
de incubacion 35 °C. In6culo 107 microorganismos mi-?

Muestra Dosis (kGy) S. marcescens 37 °C S, marcescens 30 °C

Blanco [+] + + + + + +

1 1 + + + + + +

2 2 + o+ + +

3 3 + + + + +

3 4 + + +

5 5 + + +

6 6 “+ -+
Testdgo medio 0 - -

(+ + +) Maximo crecimiento, { + + ) crecimiento medio, ( + ) crecimiento minimo v
{ - ) ausencia de mivroorganismos viables.

Tabla 9. Caldo de soya tripticasefna. Incubacién 14 dfas. Temperatura
de incubacion 25 °C. Indculo 10% microorganismos ml-i.

Muestra Dosis (kGy) S. marcescens 37 °C 5. marcescens 30 °C
Blanco o] + + > ++ +

1 1 + 4+ + + +
2 2 + + + + +
3 3 + + + + +
4 4 + + +
= 5 + +
6 6 + +

Testigo medio [o] - -

{+ + +) Maximo crecimiento, ( + + ) crecimiento medio, { + ) crecimiento minimo v
( — ) ausencia de microorganismos viables.




Segan los resultados obtenidos se observa que la Serratia marcescens es
muy resistente a la radiacion gamma. A la dosis de 5 y 6 kGy el
crecimiento es minimo en ambos caldos, pero no se llega a la
esterilidad, por lo que no pasan la prucba en el intervalo de dosis de
radiacién aplicado.

Estos resultados nos indican que se¢ requiere de una dosis mayor
aplicada a estos microorganismos para su eliminacién.

Como uno de los objetivos de este proyecto fue esterilizar la vitamina
Biz en estado solido, y el estudio realizado anteriormente del %en
descomposicion de la Biz s6lida a ~6 kGy, el % de descomposicion fue
del 7%, por lo que adGn se tiene un gran margen para utilizar mayor
cantidad de radiaci6n ionizante en la eliminacion de estas bacterias.

La vitamina B:2 en soluciones acuosas diluidas (1 x 10 mol 1 ') a pH
de 4.5 y en ausencia de Oz son altamente radiolizables a bajas dosis de
radiacion, por lo que no pueden ser esterilizadas por el método de
radiocesterilizacion, ya que las dosis utilizadas en el proceso de
esterilizacion por radiacion gamma son del orden de 10 kGy.®
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CONCLUSIONES

1. La vitamina Biz en solucion acuosa mostré ser muy sensible a la
radiacion ionizante.

La descomposicion de la vitamina Biz estd en funcion de la
concentracién, estid ejerce un papel muy importante en la
descomposicion radiolftica de la vitamina B:ix. Al aumentar la
concentraciéon de la B;; hasta llegar al estado sélido su descomposicion
disminuye.

2. Al increnwntar la dosis de radiacion, la descomposicion radiolftica
de la vitamina B;2 en soluciones acuosas aumenta.

En el caso de la vitamina Biz en estado solido, sc tiene el mismo
comportamiento, aunque las dosis utilizadas sean del orden de kGy.

3. Al calcular el porciento de descomposicion de las soluciones acuosas
irradiadas de vitamina B:2 se obtuvo para la concentracion de 1 x 103
mol 1 ! a la dosis de 80 Gy, una descomposicion del 96.6 % , mientras
que para ja solucién acuosa de Bz de concentraciéon 1 x 10-2mol 11 a
la misma dosis, la descomposicion fue solamente del 6.9 %. Para la
vi i B1z en estado solido las dosis de radiacion aplicadas fueron
del orden de kGy y la descomposicion que se obtuvo fue de 0.65 % a
una dosis de 2.3 kGy.




48

4. Los valores G° de descomposicién obtenidos para la vitamina Biz son
los siguientes:

Solucion acuosa 1 x 1035mol 1 - G° = 3.25

Solucién acuosa 1l x 102 mol 1 -1 G = 0.088

En estado s6lido G° = 2.1 x 103

5. Las dosis aplicadas de radiacioén ionizante al microorganismo
Serratia marcescens permitié conocer que se requiere de dosis del orden
de kGy para poder ser eliminada en su totalidad.

6. A una dosis de 6 kGy en la cual la vitamina Bi:z en estado solido se
descompone en forma despreciable, la Serratia marcescens ya presenta
un minimo de crecimiento.
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