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CAPIITGLO I

INTRODUCCTION

Los compuestos y sistewas quimicos uu general, puedsn
experimentar alteraciones, ya que estén aXpuestos a la inrluencla
de divarsos factores internos y externos, tales como: coucentra -

cidn, fendmenos de auperficie, pH, temperatura, huwiedad, luz, ele,

ki productos farmacduticos, la alterscién se manifieg
ta como pérdida ds potencia del principio activo eu funcidu del -
tiempo; este hecho ha inducido la realizacién de estudios y con-
slderaciones teérico-précticos respecto a la establlidad de los

productos,

Los estudios sobre estabilided de medicamentos se ba-
san en la aplicacién de las leyes de la Clnédtica Quiwica, las cua-
les conducen a conclusiones y objativos concrotos de aplicacién

préctica,

Dentro de ests contexto, el preseile trabajo pretende
estudiar el efecto de solvauntes orgénicos y temperatura sobre la
Vitamine D, , adeads la conducta de esta vitemins en un sistema
hoturogéneo; 93to es, un producto farwacdutico en vl cuul ia con-
centracidm de la Vitumina D_ sa aumentd cousiuvrablumente con res-

2
pecto a la concentracibén origlial en el producto.

Como método de ldentlficacidn y cusnbiflcacion da La

Vitwuina D, se aplica la Cromatograf{a de Gauses, pues en fuicion
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de las caracter{sticas y exigencias proplas dal estudio, resuita
consecuante y ofrece ciertas 7elita jas sobre otros metodos de¢ va-

lorucidn couocidos (Blolégico, Eapectrofotométrico),




CaPITYLO II

oo bERaLlDabDegs

4-1) .- Conceptos Generales Sobre Vitamina D

Uusde LYl se ha aceplado que ol Hagquilliswo tiwie
tigsturaleza carencial tutritive, de ciertos compuestos quluicos
coaocidos como Vitamina D. El téruino Vitsmina D, es aplicado a
ciortos estcuroles relacionados {ntimamente con el Colesterol, los
cuales muestrun marcada actlividaed en la profilaxis y terapéutica
del daquitisnmo.

Dentro de estos esteroles, los que wueslran mayor
activided antiraquftica, son el Calciferol (Vitsemina D,) y el Co-
lecaleiferol (Vitamina D3) ; sin embargo estos compuestos diffcil-
ments se encuentran en allwentos de origen vegetal, excepto despuds
de ser expuestos a la accién de las radiacicnes Ultra Violeta, &
posteriormente a la ingestién de vitamina preformada (5); asi pues
ol origen de lus Vitswinaus D son compuestos llavudos Frovitaulnus
(6), cuyas fuentus lLabituules son principalmente el higado, los
huevos, la lcche y sus productos derlivudos,

Los esteroides son un grupo de compuustos bastaute
amplio, su principal caract-rlstica estrucluwrul es tener como i
cluo, ol esjuelato tetraclelico uel eciclo peuLaﬁo—purhinrofunuu-

treao (rfiz. 1)
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Dentro del grupo de los esteroides se incluyen los
fcidos blllares, horwonas swxuales, Loraouss adreanocorticalss,
zlicédstios cardfacos, sapceainas, ssterolzs (provitanlnas y vi-
taminas ), s algunos alcaloiios.bLos asterolss ostdn espec{li-
2améuto caracterizados por coatsanr un grupo -0 en ol cartono
3, y o 3lslena da doblas wuiecas tonjugaaes au <l andllo "BY
i3l ndcleo gsleroidal, p

Las uprovitauinas b (Krdﬂdroxi ~/fascaroidus), (fig.
2) son luactives, pero al ser Lrvsudwdos se cenviertau on cea -
prostes qua proedsstan setlsilad antiraquftiea (fig. 3), an los
cualas ol auillo "8% 33 abea peor azcidn da la radlaciéu,

Lus Jlta.luas D y sus respectlvas proviteulaas, di-

fiaraa onrra si per 1w aatur+laza sul grupo "R

Provitsul:u

i Vitsiadua

o N/
srgozstarol \\r/§§/} w D, (Caleifaerol)

YeDshldrotolasterol */\ vy (Colecaleilarol)

K
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A-2) .~ Quimica de la Vitamina D2 .-

ackow y cclaberaioras (1,+3) aisleren por rrimg
ra vez la Vitamina Dz en 1932, a partir de cntoncas dlvarsos in-
vestigndores reallizarcn importsntes trabagos (¢,18,44) estable-
elendo la eatructura de la Vitamina D, y su rérmula solecular
cono 028H44° » Otros investigadcres han orientado sus trabajos
(2,8,15,17,37,38,39,40,+41,45) al estudio de los métcdos de ob-
tencién y los procesos de irradiscidn e intercenversidn fotoqui-
mica de la Provitemina D, (Ergosterol) a Vitamina D, (Calciferol)
Y productos derivados,

Féruula Condensadas CogHy,0
Peso Moleculars 396463
C - 84,78 ¢
Composicidn: ¢ - H.8 ;
0- 2,03 5%
Estructuras
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Nombre juirico: Ergosta-?,?,22-tr1en-3q-c)/Irradiaio

Sindnimcss Vitamwina D
Calciferol
Erzccalcifercl
Viosterol
Lavitin
Erzoesterol Irradiado

A-3).- Propigdades Pisicoguimicas.-

Descripeibns Crist:iles blancos inodoros, sensibles
al aire y la lmz.

Punto de Pusifn: 115 - 118 °C , sublima al alto vacio
{(0.0006 mm de mercurio) sin descom-
posicibn,

25 _ L0

Rotacién Opticar £ = £ B2.6 ( on acetona )
» °

13‘1; = £ 102.5 ( en stanol )

[:{];az £ 33.3%( en éter de petrd-
lec )

[:k;Lf‘= £ 91.2°( en &ter etflico)

Absoreidn kaximas a 264.3 ey (en hexako)

I - .= £ 5o
Absoreién Espec{ficas Eigm T 458,99 % 7.3
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Solubilldad: Insolubls eh agua
Soluble: 1 parte ¢n 2 du etanol 9y
"o 2 Ge éter etllico
" " 0.7 de cloroforuo
" 10 de acctona
" " 50-100 de aceltes ve-~
getales.

e

Potencia: Cada wlllgraumo contiene 40,000 U.l.

Cuando el Culciferol se callents por arriba de 1y0 9C
sufre una reaccidén de descomposicion térmica, producieudo dos com-
puestos isdueros conocilos como Firocalciferol (fig. 5), e Isupiro-
calciferol (fig. 6); los cuales no presentan actividal antirdguiti-
ca (3).

ra. 5

4~4) .- Aspoctos Farmacoldiicos.-

La funcif. fo.scoldclea principal de la vitawlua Dy
es Tucilitur la absorclén ds calcio y fhstoro 2a el intestino,
Wastthare (23) y miglccvsay, encontraron jua adcuds de astos vle-
wentos, facllita la abscreldu de itocdos los cationes divalziiles
incluysndo Fu-7 y Co“*: facllits ademis 1& excrecién renal dz los
I9SL4AL05e 39 dusc:aocw ok dostiao Lebanllizo d¢ la Vit g, taapo-

. i ')
a0 32 ha identificado alsiar esquanu :le sxcresion ().
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El excedente de Yitsmira D, , ya sea procedente
de ingestidn & por irradiacién de la piel, se almacena en el hi-

gedo en gran cantidad, liberdndose cuagdo es requerida,

A-5),- Estados Carencialeg.-

Una gran deficencia de Vitamina D, , da origen
al rajuitismo en el nific en fase de desarrollo, sdemds causa el
retardo =n la denticlién y formacién subnormal de 1a dentina (5);
en el adulto, cuando la deficlencia es prolongada se presenta
la COsteomalacis; en acbos casos el contenido de calclo en el sue-
ro sanguineo tiende a reducirse, mientras que el fésforo inorgé-

nico a elaverse (5).

A-6).-Dosificacidn.-
En general, se seisla como requerimento dlario,
400 U,I.; La Parmeccpea de los Estados Unidos, edicibn XVIII(33),
reccuelenda las dosls siguientess
Dosis profildcticas 400 Unidades U.5.P. diarlas

Dosis terapfuticas 1l2u0 u

1 H 000 a 200,.(0 Unidades
wn Tétano hipocalcémsco g?é.?. B 2000

A-7},- Toxicidad.-
Las doslis axcesivas de Vitazinn DE , precucen
elevecién de la cencentracidn Jde calcic en 2l suerc, aurento

de la viscosidad de la ssngre, nsusea, vémito, dizrres, altera-

’ I In renal re-
clcizs cardfacas, culelficacié: ratastésica runcisn re

ducida,
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B - 1).- Coucaptos ueierwlesa Sobre Cromatograffs de Gages.-

La Cromatograffa fué empleada primerumente por Ram-
say (29) en 190%, cuando separsba mezclas de gases y Vapores; pos
tariorments 1sweet (34) Introdujo el nombre da Cromatozruffa , al
wip srimontar con pilgaontos vegetales, Sn 1942 James y Martin (10,
11) introdujoron ol uso ds lu Cromatoprafia de Gases como mitodo
de ldwntificaciédn, dotsralnacién y separacidn Jo compuestos voli-
tilas,

Li Croaatozraff{a de uases es una cromatograrfa de
parbiclin, cuyn priacivio fundasental es la dialribuclén Je un
ncopuestu 6 masczla Js o llo3 antre dos fases, wna [iJs 6 estaciona
ria y otra ndsLl; cuanly la fuse flja 3 un solido, se habla de
creomaterraifs vas-sélito; sioes wn 1{quido, se rsfiers a Cromatu-
grafia Gus-LIgquido; la tase mbvil es sieuwpre un pas.

En Cromatosrsfia vas-Liquldo, los compiestos & mezcla
de allou, s3 knbroducan un la 2ol-Luna cromatogréfica, donde se vo-
latilizan © son sujabos a U LLucedo fe distribucidn qua daponda
del avotlelonte do particldn lal ccmpuasto ontro lus rassss Mdvil
{wauz) 5y wstacienarly (1f1:i10). Lus curponentes separales y retent
dgs soelaciiyasunbe oo FRTTITE RSTRI ! rendaenos s polaridad y afinidad
Gen 13 fzna astacloenaria, son arrustralos por la fase advil hucia

RN

sl ocobtsctor, Lus genddss 2ol cidonees sh, Llfitauas por un sistew
aloco o dnteo v elivladis Cloal.oci2 aoun raficador, donde so regls-

trah las raspluustsas,

’
1 a3 Trenspertrict.- 83 la fas3 wbvil J21 slsteaa,

Gaba Lsonlr clartes vejuisitos:

a) Inerte.- o0 b bodiat tnteraszclon qufnlc: se o2l osul-
ventte o los compiestos anhallzalos.
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b) Cli:i. de minizizar la difusibn gaseosa.
Qu carente purv
) Adecuado para el usc de detectores
Los guscs uis usados son el Nitrégeno y el Eelio.
2.~ Columna.- Se encuentra dentro de un horno, en el cusl
puede regularse la tempcratura, ka cclumna puede ser de ccbre, alu-
minioc, ecero inoxildable 6 vidrio; de diversas dimensiones y enrolla
das en “aspiral® & forma de "U", La columna ccnsta en su interior,
de un scporte sélldo de material inerte, generalmente tierrs de dia
towmeas conocicss copercialmente como "Cromosorbs™", cuyo objeto es
ofrecer una amplis sugerficie de sostén para la fase liquida; las
caracterfsticas que debe reunir el scporte son:
a) Inerte
b) Presentar gran superficie .
c¢) Bstructura porosa ccn difmetro de poro uniforme
d) Particulas de forma regular y tacato uniforme
e) Resistencia mecdnica
La fase L{quida se encuentra distribuida sobre la su-
perficie del soporte en forwma de pelfcula fina. Sus caracter{sticas
deben ser:
a) Solvente adecuado
L) Solvente difevencial
c) No volatil
d) Termoestabls
e) Quimicamente inerte
3.- Detector.- lLos detectores se clasificén en: Detectores
de Inteyracién y Detectores de siferenclaciéng kehair y 3enelli (Z24)
consideran que el detesctoer de inteeracidén da una respuesta propor-
cional a la mssz total wel ccmponente en la zona eluide; mieatras
que el jetector de diferenciacién da una resplestd Lregoreicnal 8

1a concentracidn o velocldad de fluje de mass del ccascnente elii-

dc.
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El crometograna por difcrenclacidn , da una serle
de plccs, caas uno de los cuales corresponde a un componente de
la mezcla. Bl area debajo de cada plco es proporclonal a la masa
del componeinte, Los dos detectorus diferenclales més comunmente
usados son: Detector de Conductividaed Térmica y Detector de ion}
zacidén a la Flama, cuando se usa éste Qltimo, el sisteua debo lle
var un suplemento de gases combustible y comburente, a fin de prg
porcieonar dicha flema; generalmente se usan las combinaclones:

nidrégeno-cx{geno, hidrégeno-aire, 6 acetileno-oxigeno.

B-3) .~ Interpretucién de Cromatogre&mas.-

La otencién de resultudos es funcién de varios paréd-
metros, principalmente relaciocnados con la columna. La resolucién
de los picos cromatogréficos se relaciona & dos importantes facto
ress A) Eficiencia de la Columna y B) Eficlencla del Solvente,

A) Eficiencia de la Columna.- Determina en ensancha-
mlento Ge los picos; su expresién cusntitativa es el "HETP" (al-
tura equivalente a un plato teérico), o sea la longitud de la co-
lumna necesaria, para permitir el equililrio del soluto entre la
fase mévil y la fase estacionaria.

Bl concepto de "Plato Tebérico", s¢ aplica & la parte
o regién de la coluwnu en donds se ha establocldo completamente

.cbricos "ot cula median
ol equlllibrio. El nlmero do plutos teoricos “n-, S¢ calcu n

F4
x
/V'—‘/é(-;;‘)

B 1 .
0 = wimero Go Flulos Teodricos

te la ecuacidn:

. )
£ = ulslincdn enere sl punto de inyeccion y punto de

allurs méxina del pico
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¥ = Longitud de la l{nes base corteda por
los puntos de inflexidn poF dos tangentes

X

/

N
TAYECCron l (/
=ro, ¥

k1 valor de "HETP", se calcula seg&n la ecuacidns

HETP L e - £
44 /4( I)“
L = Longitud de la columna expresuda en centimatros
N = Nimero de Platos Teéricos
Van Deemter (35) y Glueckauf (7) han desarrollado
trabajos respecto a la'presentacién de los cromatogranas,
' El ensanchaulenlo del plco cromatogréfico, se debe
@ 3 fuctores principaluonte:
l,- Efucto de Mullitrayectoria 6 Difusién de ®ady (Téruino a)
2,- bDitusién Molecular 6 Longltudinal (Téruino B)

3.~ Ruslgloncia a la trunsfuerencla de masa {yzas y 1{-
quido’ (Término C)

La ecuacién de Van Duuiter (13,39) en forma sluplifi-

cada so representas

HETS = /44 oF ,Ac/(

Dettdo A Py o osen les téruinos citados, y i, vs ls

. [ v g .
velccldad do [lujo dul gas lranspertador o Limves e la colwng
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Existe una velocidad Sptima de flujo (,Léptima), pars
la cual la coluuna trabaja a su méxime eficiencia; la forma de ob-
tenerla es graficando el ™u.TP" obtenido para distintas velocidades
de {flujo del gas Lransportadoer, corira los valores respectivos de
éstus, Se obllene vna curva hiperbdlica con un valor miniwc de - -

"HETP", el cual corresponde a la velocidad dptima de flujo,

HETP

B D/FUSION MOLECULAR
i >

e '}© LcsiSrENCI 5 LA TRANSFERENCH OF AR

DRI

o U RN £ eess OE UL TRy ECTORIR
Nyl @ £real OE ~URTRE,

(u) Sorimin > M
~16. 8
(Gririca o6 V'wn DPE EmrER)

B) Eficlencia del Solvents.- es funcién de las inter-

acciones soluto-sclvente, y determina la posicién relativa de los
picos de los solutos en ol cromatograna, su expresién es el tieumpo

de ratencién ojustado, el cual esti determinado por los respectivos

coeficlentes de particlén de los solutos en el solveute a una tempe
ratura dada. Segin neulemans (14) y Lllnzeuberg (1¢), las princlpa-
les fucocas de interaccién gyue intervienen son: l.- Fuerzus de O-

5.- Fuerzas de wisper

rientucidn & do heesom; c.- puerzas de vebsie;

’ e
3 = P . o o )
sibn; y 4.~ ruerzss dae Iaturuccion sspecitica.
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La eficiencis del solvente "g", es la relaclén entre

los tiempos de retencidn ajustados de dos plcos consecutivos.

A& = xl
x;
X2
4 X T "
2, ‘:,r'(‘...’__ - —!
Toxt .
'r \
. AW
¢ [ t
AEIRE VAR
: . _—
[ INGECCION 1 2
G 9
Xy XL, = T7EAr0S 2E Brrancion ANO BIUSTAIOS

X, X, = 71smpes OF Rerention A IUSTAL0S

Otros valores gue se manejan frecuentamente, sou el

factor da separacién “8,F." ¥ Resolucién "R", los cuales estén dados
y

) < . 2
por las férmulss: S, F = =2 P ,@—: —

X 9+ %

Y s
£
- 16, /O -

Bed) .~ Au#lisis Cualilutivo.-

Se apoys princlpaliente en 1os datos referentes a re-

tencién de los coumpusstos, Bl volumen do gus transpor tador regquerl-

an la colunna cromatogrﬁrica, se llema

do para slulr un compueslo

7
cunstis res510a, la
Volumen de Retoncidn, tajo crndiclenes constantos de presliod, 1

velocidad de [lujo es lin.ur con el tiewpo, por lo tanto se¢ nable

de Tiempo da Retencidn.
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sl Tiempo ue DRatzncldn para un;detetminado compuusto,
bajo zcndicicnes cohstentas(prasldn, temperatura, velocidad da flu-
jo dal gas transportador, tipo y J ds fasa L{julda, atc.), es lgual
mente constante; -este hsacho parnite la identificacldn de compuestos,
simplemente por comparacién de los tiempos ds retencién obtenidos,
con los que muestran compusstos conocidos enalizadoes bajo las uds-

mas condiciones.

B~5).~ snélisis Cuantitatlvo.-

Con base al hecho de que las respuestas son proporcio-
nales a la concentracién & al flujo de masa de los componentes de
una wezcla, los cficulos se realizan determinando las respectivas
ireas de los picos, y relacicnéndolas al érea total de la mezcla,

El téruino Normalizacién de &rea, se refisre al cdlcu-

. lo de X de un components en una mezclaj

:L: 8 = 1225211:2—— . /OO

AR Toral

Integracién.- Por integracién se entiende el célculo
del irea bajo el pico cromatografico, Bxlstun varios métodos de
integraclidn de frva, Mchair 7 Benelll (24) hacen un cowpendio de

[l

allos.
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C=1),~ Pruebas Soore Estubilidad de hedicamentos.-

El objeto de uvstes prucbas es ouilener informacién
Tespecto a cowu son afectados los productos rarmacedlicos, por una
serie de factores [Isices y quimicos; dicha intormacidu es iwporlan
te, pues en bLwse & ella se hacen consideracicues de cardcter téeni-
co, tendientes a contrarrestar y miniwizar la influencia de tales
factores, y, consecuentewsite garantizer la calicad eel proaucto.

Lus pruebas se olectian exponiendc el producto a la
aceidén de los posibles [actores de influencia (teawperatura, euur-
gla luminoss, oxidacién, niuréllsis , solventes, pii, etc.); & pe-
riodos definldos de tiempo se delermlna la concentracién del prin-
ciple activo; obteniendo Ju esta maunera una sericv de vualores de
concentracién y tiempo.

Las pruebas de GSstabilidad icolerudes, son aplicables

para estudlos solre el ufecto do la temperatura; se usan para agug
1los copmpuestos jgue suestran cierta estubilidud a tewmperatura am-
biente, lo cual implica Lleupos prolengedos para la realizescién de
pruebas normales: para acortwr este tiempo se somete el producto
a la accidén de diferentas tenpelaturis, generalmente superiores a

la teuwperatura swblents,

C-c)o= Ap.igue

!

. 2 . ’
ol wsitdio de veliclaed ¥ pecwLiilole 4o rFeactiln, dSi
Cndtice
come [actcres .:o: los atecian, sonstituse €l campo de la vingtica
. - 5
i i i s u3 ; acuerdo
wlilzu: por lo tanto lo apl;tqc;én ge sus lev/us w3td Jdu acue

vl esLe LI, o te wstulles (3u).
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Capitulo 1II,-
PARTG®H LAFERIMAENTAL

1) .- squiro.-
Cromatdgrafo de Gases marca 'Varian aerograph", serie
1800, wodelo lo48-40, doble coluwna, sgulpado con uetector de - -

ionlzacidn & la flamu,

uas Comuurente: Uxipeno

Cas Combustible: Hiardgeno

Gas Transportacor: Nitrdgeno

Coluwna.- Se instald coluwna de acero inoxldable,
con las siguientes curacter{sticass:
3 cw)

-

Longitud: 4 pies (LlyZ.
Didmetros 176 pulguda (0,24 cm)
Soportes "ygraport" No. 30; malla 100/120

Fase Liquica: 3 » de SE-30 (pollwero de metil
silozauo)

. 24
2).- Las vonuiciones de oneracién del sistems crouwatopratico, se
establecieron de acuerdo a las caracter{sticas dsl aparato (co-
luawna, detector cte.) vy en fncién de las exigeuclas praplas del

s N ¢ . ..
estudio (ulwero y rrecucucia du los andtisls, atc,).

L oo i, S
emperastura ds la Colu.na.-5e comprebd experiwesial

i(.

mente que @ oot OC las gréificas resultsron aceptubles, con Llew;os
de anblisls 1o muycres uo 3u winutos, evidentuuente raccualles purd

los flies wul estudlo.

- . O
Temrerature_uel betector: o 3%) TC
Temy:rags dol Iuyector: 31y &
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Velocidad de Flujo del Gas Transportador.- La velocidad

Sptima de flujo (}Léptima) se determind experimentalnente (ver ta-

ble No, 1, y gréfica No, 1) como

parémetros sigulentes:

50 ml/min., correspondiente a los

Presién: 18 1ibras/pulgada®
O 1171
HETP 0.130

Resolucién (R} 0.9

Relacién de flujos de los gasegs 1-1-6
Nitrégenos 50 wml/min

Hidr8geno: 50 ml/min

ox{genos 300 ml/min

Sengibilidsds 10-10 amp/mV

A cidns 64

TABLA No, 1

/11 P N HETP R
10.8 ml/min 5 1b/pulgada 392 0,388 0.28
¢24,0 " 10 0 775 0,197 0.71
60.0 " 20 " 965 0,138 0,85

100,0 n 30 " 385 0.3()5 0e63
140'.0 n 40 " 299 0,509 0.2
M = Velocidaud de flujo
p = Presibn
N =3 Nimero de Platocs rgéricces

HETP

R Hesoluci’n

n

Altura Equivalenlo a un Plato Tebrico
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3).- &l estudic de kstabilidad de la Vitamina D, , se wifocd Lajo

tros puitos de vistas
4) Efecto ue Solventes Urgénicos
B) bkfecto Ge la Tewperatura

C) bfeclo ¢n un kroduclo Farmacdutico

an Lodos los casos se pretende obtener resultados que
expresen cuantitatlvuwente la descomposicién de la Vitamina D; en
funcidén del tiempo.

Herwan &i1ffer y colaboradores (40), reportaron que la
reaccién de descomposiclén térmica de la Vitamina D2 por arriba de
190 0C, da origen a dos compusestos cfclicos llamados Pirocalciferol
e Isopirocalcifercl, los cuales gon isbmeros entre si, e lsémeros
del Kregosterol (Provitamina DZ); estos tres compuestos dificren en-
tre si, por la posicién del grupo metilo en C-10 y el hidrégeno en
C-9.

Compunsto (C-lO)-CH3 (C=9)-Ii
Ergosterol posicidn Q} posicibn ¢
1]
Pirocalciferol " X o
"
Isipirocalciferol 8 @? 63

Bxperirentuliente se couprobé la forwacidn de Piro e
Isopirocalclferol al lntroducir la wmusstra de Vitawina D, a la co-
luuna cromatoyr&fica a temperutura de 280 oC, esto alé origea a la
obtencidn dv dos picos crosuto:rTiflcos para la vitawinaj ol pirocul-
que el Isopicocalelis-

: fe roblanclén wenor
ciforol prusents an tiuvapo de rutselée we

rol (trig. 1l1).




_— oZ ) ——

[

R |

] £ -
{ - Sl (C€lawmed) -

2 = Pleocaleifared <~k iempo de Celencion = 13.0 min
2= ISopﬂrooa\elexroQ .- L.emro AA?Q\QY\C!&V\ = 14.bmin

— Ficura {4 —

En base a lo anterior, la identificacién y con-

centracidén de la Vitamina D2 se deterxind en funcidén de los picos

cromatogréficos correspondientes 8 tales compuestos,
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4) Bfecto de Solventes Urzinicos,-

BEn esta parte se investizd como es afectads la Vita-
zmina D2 por distintos solventes orgzdnicos, combinando simulténea-
mente la introduccidn de factoras tales como: texperatura, iuz y
atmbsfera.

Dasarrollio,-

Los solventes ensayados fueron: metancl, etancl, ace-
i@y weuceno y cloroforme; todos allos de pureza G.a.

4 estos solventes, previazente se les corrid cromatoc-
grema, con objeto de daterminar su tiempo de renteaclén y la po-
sible presencla de impurezas detesctables; no ss deisctaron impure-~
rezes eun ainguno de los solventes,

Se prepararcn soiuciones de Vitamina D2 a concentra-
¢16a ds 10 mg/ml, ¢n cada uno de los solventes, De estas sclucio-
nes 3e tomaTon muestras do 2 microlitros para ser inyectadas al
cromatégrafo, sn las ccndiclon=s preestablecidas para el sistema
cromatogriflco,

Les soluclones da Vitamina bg praparsdas, I[ueroa di-
v1didas rara su conservacibu, en diversos sistezmas ea los cuales
se varid el tiro d- envase, sustitucidn de la atndstrera normsl

(aire) por un zas y la temperatura (ver tabla io. 2).




No. 2

a«TELOSFERA (GAS)

. = - - . —— -
S e e e e m e ma = ——— -

TELPERATURA

TABLA
e e e meam -
SI5TaMA IIFC DE LNVA3E
1 VIDRIGC CLARO
2 VIDRIO CLARO
* 3 VIDRI{ CLARO
s 4 VIDRIC CLARC
5 VIDRIO AMBAR
6 VIDRi0 AMBAR
¥ 7 VIDRIO AMBAR
* 8 VIDRIC AMBAR

QXIGENO
X IGEHO
NITROGENO
NITROGENO
OXIGENC
OXIGENO
NITROGENO
NITROGENO

25 %
4 ¢
25 %
4 °¢
25 %
4 Cc
25 %
4 %

* Para las soluclones de Vitamina D2 en benceno

y clorcformo, solo se ensayaron estos sistemas (3,4,7y8), pues

88 observd que 1 descomposliceibén da la vitemina en estos solventes

en atmdsfors de oxigeno, 23 sumacente acelerada; enh cambio se ensa-

¥6 el sistema No. 9 :

ATI.OSFLRA

NCRE AL (AIBE)

SISTuhA | TINO DE £iVaSs |
9 VIDIt1O CLAKO
Conservacidn.- Las

soluclottes su conservaron el enva-

3 os horwétlcamente cerr.dos con tupon de hule y retapa de alumlnio,

en las condlicionecs descritas,
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Tema de Myestrg.-

Las muestras ss tomaron sl mcmento de correr su
corraspcndlente crczatograza, los emveses sa abrlan, y tomada la
zuastra de soiucién de Vitamias Dy, se colecaban a las cendiclones
desérites psra cada .sistepa,

Los crematcgramas se desarrollarcn perf{odicamente
a intarvalos Je tlempo ¢ nvenientes, de acu2ardo al creden nuadrico
de los sistemas,

Se chservd 119 cciaforme avanza la lescempesicién
de ia Vitemlna D2 , 3parecen nuavos picos crcmatogréficos ccresspol
dient23 a los productos de Jdascczposicidn ds la vitamira, ( £1g,12 ),
adewfs sa vin incrementendo ¢n tsmat.o y ndmero confcrza sl tleapo

avanza, (f{i:, 13).
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Integracién de Ares,- El cflculo de érem se efectud tomando como
area total (€&A), las correspondientes & los picos de la Vitamina

D2 y asus productos de descomposicibn, Para la integracién de area

de los picos, en las tres partes del estudio (A, By @), se usé el
métodos

8 = hsd

Area

=2
1

altura

anche a la 1/2 de la altura
 Este mftodo resultd ser el mks conveniente, en fun
‘c16n de las caracter{sticas de los plcos obfenidos (12,24,26).

— FIG. /17/ —

Daterminacién de Crden de Reagcifn,- Se hizo por método gréfico (va-

lores de concentracién, log concentracién y rec{proco de concentra-
rimer
c16n, contra valores de tiempo; para cinética de orden cero, p

¥y segundo orddn respectivamente).



______ Tuiporatura.- ksta parte Cie.e cowo fin obselvar
la ostabilidad de la Vitauinu Da a tewperuiura de 2% %Cc, que co-
rraesponde aproxlinadasents a la temperatura ambiental,

Lebido a que lu Vitamina U, prescata marcaua lendei-
cla a la duscompusicién, se juzgd que no era conveniente rsalizar
un cstudio acelerado, ya que este tipo de estudio es aplicable a
aquellos compuoslos que wuestrun clerta estabilldad a condiclones

anbleatales de Leuperalura,

Dosarrollo,-

La Vitamina D, empleada, se secd duranto 1 nora en
estufa de vucio a 60 °C, su punto de fusida fué 114 °C (determi-
nado experlimentalmenta). Durants el tlempo del estudio, la Vita-
mina D, se conservd en envase de vidrio claro, descubierto y ex-
puesto en estufa a 2y °C ,

perfodicawsnte se¢ prepararon solucliones cloroféruicas
de ostw vitamlnu, a conceutracién de 10 mg/wml; a estas solucloues
se les desarrclld su respectivo cromatograma, lnyectando 2 micro-

litros de 3oluciéu, an las condicliones establecidas para el croma-

tégrafo.

- ,
C) ifccto en un Producto Farmzcdutico.-

> ) - SN T A
Bl objetlvo yuw se purslgue cu esta parie del csiu
,
. . - PR
dio, s observar la infinencia de un sislema holelogenso 50079 la
Vitaziua D, . DL ploducto oh cuustlén es una suspensiba cololaal

. . Y l"
que rosponde a la sizuleule formulas
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Cada 100 ml contienen:

Susrensién ccloidal Ga fozfate triciledec al 5 3% ..o.v... 18 ml

Vitz.lina Dz........................................... 0,0000825 g

Yoncleurato de sorbitdn polloxietllenc .ieeevvveseeess 340

Hldr OQUINONR t e tiinererinnreonssosnonnessensnesnsens 0.000165

Vaselina 1{qulda ,..v.vvveenenes

teressessrrsscrnsassse 2,0

Acelte de ajenjelf ... iihiiiii.,

LA B B A B Y B A B B A I W) 2.0

R ® ® ™

Vehfculo acucso arcmatizado & GebePe seeevssereensese 100 ml

La concentracién de Vitamina D, se aumentd - - -
10,000 veces con respecto a la original ( con lo cual la concen-

tracién fud de 8,24 mg/ml ).

Dgsarrollo.- Se prepararon 1CO ml de esta suspensibén. Se extrajo
la Vitamina D2 con cloroformo G.A,, 5ml de suspensibén se agifaban
cen 5 ml de cloroformo durante 15 minutos en embudo de separncién,
se sepersba la fase cloroférnica y de aquf se tomaba la muestra
para el andlisis, inyectando 2 microlitros al cromatégrafo, a las
condiclones establecidas para el mismo.

Kl prcducto preparado se conservd a 25 °C y on
envuse e vidrlo clero, los anilisis se hicle;on periodicamente

preparando la muestrz cn la fcrma descrita,



CuPIITLO LV~

R &8 8 UL T &4 v 0 3

Los resultados se oxpoiienr do acuerdo al orden seguldo
en la parte experiuental, Se incluyen comentarios rclativos a los

rasultados.

4) Respucto a la influencia do solventes orgénicos sobre la
Vitemina D,y el ordon de rzacclén obtenido al graficar los respecti-

vos valores, pari todos los casos fud de primer orden.

En la Labla No, 3 s9 wuestran los resultados obtenlidos,

K = Constanle de Velocidad de Reaccibn
tl/« =« Tiempo de Vida kedia
sy = Tlempo ncucesario para llezar al 35 » de la

coneentraclén original
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Lu grdilca No. <, wuestre la descomposicidn de la Vi-
tamina D2 sn welunol, yuc on W8ruinus gelsrales pucde considerar-
se reprosentaliva del cowporiumiento de esta vitumina en los dife-
rentes solventes usados, cn funcidn de los sistemas preparados -
(ver lLabla No. ).

En la tubla No, 4 se indica una relacidén comparativa
de la descouposicidn de la vitaminha en los solvantes, para un mis-
mo gistema. Basindonos en los valores de "K" (Constante de Veloci-
4ad de Reacclén), se obsurva que la descomposicién aumenta de acuer-
do con el orden siszujente: =a wetanol - eténol - acoetona - benceilo-
cloroforuo; estz wlswo orden so cuviserva eh todos los sistemas.

La influencia que cejercen factores tales comot lus, atf
mbésicra y tewperatura sobre la velocidad de reaccién, se¢ resume en
la tabla No, Y. BEn osta tabla se muestra que cuando 2 de los facto-
res se conservan ccnstantes, el otro factor influye decigivnnente
sobre la velocldad de reaccibu, asi por ejemplo, para la influencia
de lu luz, wotuwos Jue ul sistawa 1 corresponde al 33 el 2 al 4, el
3 al 7 y el 4+ 3l 6 en cuanto & coundiclones de atwésfora y tempera-
tura; sin embaryo el tipo de envase varia:s Pura los sisteumss 1, 2,

3 ¥ 4 al envaso as de vidrio claro, mlentras quu en los sistemas
595y 7 7 8, el envase os de vidrlo dmbar; obviamante el segundo ti-
po do euvuse ofrecc mayor proteccidn contra 13 accién de la energia
lumine-a. Su todos los casos so obselva gue la constante de veloci-
dad de reacclén A", @5 layOr Cuiido .10 S protegid la solucién de
las radilacionas luwinosas (sistamas 1, 2, 3 ¥ 4)-:

Ve la .isna wanera so relacicnan los sistemas, do a-
SLOTAO a 3G similllid de condicionus wu cuanto a 2 de los factores

. . . g 5 ie dilucidar - -
LNLr0GUC LuUs: Liad hsidO Vuiias o1 wbrieso, a finue



- - - 1l: fafluoencia de atmfAzfevs: 7 tamperat ra. 3e cbsarva

clarsu~nte que =zl ex{seno incrersnta la veloeléud -i¢ reacetdn, an

.

cerparactfn cen 21 use a0 atmé:ifora inerts, an ost: casc ablnrdgenc
4 3 3 i 2 3 1
oL oLbsme la oeloevzozidn e ola temporatila itmen

’

rescelén, Las ritieas 3, % 7 5 aszn una iisa de lo descrits aanta-

ricraants,
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s ¢ L VvV E N T 5 3 R
. _ e B
Cit,~LH CH.~Cliz~CH CH3-CC<Clly [i:] cicl,
K edag™d) 5 (afas-1) i (elag=1) K (dflag=1) K (dfus™1)
Si6tuic Liu. 1 3.%G 4 10T GJ11 ¥ 1073 4y59 X 1070 mmmmmmmne mmmmecmeeee
. AR OIS Ko 2.52 X 1072 3497 X 1077 eemcmmemeeoo cmmemmeee- -
" 5 luve . iet3 2,28 % 2073 2,80 & 1073 51 X 1075 Lewol n L073
n + 1,03 % w72 L.28 £ 1073 1.32 X 1073 1.51 X 107% 44006 « 103
" 5 1.4 X 2073 1.97 X l0-3 2.83 x 107 cmmeemmems mmmmeeeeeae
" ¢ 1.0 % W 1.26 £ 1073 1,82 £ 1070 emmmee cmmm eceiemea- -—-
" 7  G.86 X 1072 0.91 X 0-2 1.67 X 1073 1,70 X 1073 5.58 X 1073
" & C.44 & 10=2 0.66 X 10-3 C.95 X 1073 1.13 X 1073 334 % 2073
|
K = Cconstante de velocidad do reaccidn.

il 4

Teblau quo‘muestrn coaparativensnte la descomposiclién de la vitemina D2 en los dis -

tintos sclventes cnsayados,
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K = Constante de Velocidad de Reaccion (en dias‘l)

t = Temperatira (en °C)
Vid., V = vidrio
T.&. = Tipo de Envase

Vel.= Velocidad
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Por 10 que respecta al sistewmu lio, 9 para solucionws
de Vitamina D, en berceno y closoforio, los resultados obtae.lidos
wbostras 4Ue la deSCUuy051316n ue la& vilamina eli estos solventeas,
es basiante acelereds a las condicloues do atméstura normal (alre),
cxposicién 2 la vneryle liwiuosa y tewperatira de 245 °C ,

£l vide. de reaccid. obtenldo para ambos casos fué de
priwer orden (gréfica Jo.6); los valores de "i' y tl/e se dan en
la tabla ilo. o. ’

Z1 oruen de polaridad de alguwios cowpuestos y solvalites

comtluaznta Goados, seglu kartin (21), es el siguienle:s

COAPYLSTUY COLSTANIG OKLEN DECRECISRIE
LIeLiCINICa  DE POLARIDAD
(€)

Lom ABUE <vvuvevenenrenercenessensanaees 80
Zew S1ICOLES servuenrnenrranannsassasens 90
3.~ alcohcles betf{lico y Etilico ....... 30
4.~ nlidenidus, Cetonas, Aalcoioles

superiores, .lsiuvs, Estures y 0xldos.20
Js- Hexuuo, senceno, Ltetracioraro de

Curbono, zter stflico, ler uo Po-

iroleo, aceites i.inerales, ¥y acel- V
LUS VeareLBlas vavenenreonasnensonsses D

-------- B et indidatudiniuo it indniisniet
______ —-—— e -

T T T - 16 .
SO PLLSTC (€) /l X 10 ues
cﬂj-ou 3300 1,70

p )
cnj-cna-on 5.1 1 9
Cﬂj—CO—Uﬁj 2l.3 .09
ChicL 4.7 l.uc
> 2.3 0.0
€ 2 Juasbasiue Diviicelicu

M= ecusaio pipoe (e Casc ra3.058)
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3) Res;ecto a la estabilldsd de la 7ltamina ..

o

¢l 5ecl, conservada
conuicloies cu atlmdsfera normal (aire), en onvase de vidrio cla

To ¥y tempoerubura de Iu Y0, les resultados fuoron los sizuientess

v oblave reaccidn de primer orden despuds de

RLAMOT
graficar lcs zatos y deterzinar la tendencis de los runtos a situar-

359 an 1li.ea vonia (correlaci’n’, duado lu pendicate real de la recta
{sradfica e, 77,
Ls ralacidén de detos y su andlisis estadistioc de

correlaclic.., se da =i la talilas 7 7 3,

T A 3 L A Ho., 7

e e e e
{ Tieapo C (Concentracién) log C

i (81as) (G

' 0 99,5 1.9978

l i 9547 1,98G9

’ 22 BCh 1.9053

| 37 59,6 : 1.8439

| 54 5.8 _ ' 1.7767

D . - - . ¢t e ¢ i o i



/- 9poo

~

oy
T

)

o

)
Y

/. ¥geo

/. éJoo

— #3 —
— GAgrea HE 7 —

PrwvtENTE ()77): - 0,004/
- g¥¥X 0" 3das"

/

’

~

72

9

& [ diay)



- 44 -

TARBLAE A2 8

. .n
Jx dx« y Gy ..z

C3ed o0 LaSYy70 Guu9oy 000936961 2.20744
19.4 370436 L,YOuy  UL.03U0 U 0640000 1.95200

1.4 Loyd 149005 0004+ LVLLOV00LY 36 0,000l6
13,6 104,95 Lob43Y  0.0570 0.00324900  0.97520
30.0  y3G436 1.v767  0.1z42 0.01542564 3.00052

Cbed 207,20 9.50406  0.30625 0.03448351 340134

= no, de deterwinaciones
= Tiempu (dias)

S uilercnclia con respecto al valor wedio de x

dx“= Cuadr#io de lus difereucias

= Valor logar{tuico de las coucentraciones

= Diferencia con respecto al valor medio de ¥

dyz- Cuadrado Jde las difercuclas

S Valor wedio du x

= Yalo: wuedio de ¥

% = L7 2.5.4'

'
o

W

/. 900%
Corretacidn = 1 £ (414 dy) = S 40134
£ d x?. £dy’ 10574864
£ (dv-dy) Zdx* fdy? = 8. 40207

1~u= m A/=5

0.99¢ Fdx? = RZ0¥Y72

<
i
N N

e}
1
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(G.L.) Grauos de Libertad = We2

(G.Ll) : j

T, 8 para 1o U.yyy

R N S VP 7S
re:' rt

r, ©5 LEyor yue Iy, por lo tanto si existe Correlacidn.

(m) Pendisnute de la rectas
= (a/xva/(/)
Fdx?

= 8. 40134 = 0.00%/
20#7.2

n

Cdlculo de (R) Constante de Velocidad de Reaccién{ y (tl/z)

Tlvapo de Vida Media:

~-m = = 27353
K (2.303)(w)
K= (2,303)(0.0041)

9 44 £ 1073 dfas~t

Pl
i

_ 0.693
bi2® ToTus x 10 3L usT!

V3. dlas

tl/:
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C) 1 ordem de reaceidn obtanido en esta parte del estudlo, fué igual-

wentv de pyrimer ordeu (yrdfica Nc. 8) . Izualmente se determind la

corralaclén .e los puntos, la pendianlu rual de la recta, la constan-

te e velocldud le reaccidn y el tlempo de vida media; los datos estén

dados en las tatlag y y 10 ,

T a B L & No. 9

Tieapo (C) Concentracién log C

{(dfas) (%)
0 89.6 1.9523
1 08,7 1.9479
3 B6.4 1.9365
8 83.6 1,9222
10 84.4 1.9263
13 82,7 1,9175
16 gz2.1 1,9143
21 0.7 1.9069
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(¢.L.) urados de libertad = N-2
(G.L.) : L’)
ry para: 1 5 0.n3%

9 e ULTYY

! 4 B L &« o, 10
Box ax ax= ¥ dy dy2 dx.dy
1 o© 9 81 1.9923  0.0243  0,00059049 042187
2 1 8 64 1.9479  0,0199  0,00039501 0.1592
3 3 6 36 1.9365 0,0085  0,00007225 040510
4 8 1 11,9222 0,0038  0,00003364 0.0058
5 10 1 1 1.9263  0,0017  0,00000259 0,0017
6 13 4 16 1.9175 0,0105  0,00011025 0.0420
7 16 7 49 1.9143  0,0137  0.00013796 00959
8 21 12 144 1.9069 0,0211  0,00044521 0.2532
72 a8 392 15.4239 0,105 0.00183870 0.8275
X = ‘7?2 = 9
7 fi—(ﬂ_ﬂf = /.92f0
. £ (dx-dy)=048275
Correlacibn =
orrglacion Ty £Q/X2' éa/(/Z = 0.7207704
.. £ (dxdy) VEdxZEdyt = 0.6489
} é_drzféc{yz AN =&
L. omis . oM  £dxi= F92
v O.8487



H

B!

(PR
'A-- -y»
IR
tuy tey
G

"

=

i

-l

h
o
0

~t

)
AN

(Al |




- 50 -

CAPITULO V, -
C 0O CLUVS I O0ONWEK S

Cowo corolario & los rusultados obtenidos en este estudio,

se pueden hacer las sigulcutus consideracioness

1).- Los fuctores: Oxidacidn, Luz y Teuperatura, influyen
aumcutundo la veiocidad de descompusiclidn de la Vitumina D2 3 por
lo tanto se cunfirma la conveniiucla del uso de medidas de protec
.ccldn, tales cowo: anticxldantes, atibsfera inerte (vacfo 6 nitrd
seno0), protecclén contra la luz y conservacién s temperaturas ba-
jus, & fiu de coutrsrrestar y minimizar la aceidn de loa factores

zenclionudous,

¢).- con respecto a los solventes, de acuerdo a los resul-
tudos obtunidos, existe una variacidn inversa entre la velocidad
de descomposicidén de la Vitamina D- en e¢stos solvenles y polari-
dad de 105 wiswos; ws decir, « ma;or polaridad del solvente, me-

nor velocidad de descomposicién de la vitanina, Sin smbargo esta

5 : X n canti- .
20uslaurwcidn .0 usbe cOwarse como absoluta, pues exlste

4 e
dad ae factores gue pueden inflair en la cindtica de las readcelo

. : a1.C clororo
nes quluicas; usto lo observawos vn el caso ao beuceno y 0

§ cloro~-
forwo, donde la velccldad de descomposicion fué mayor en

, 1
forno, siend> ésto wés polar que el buuceno.
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