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~ introduccion



En nuestro laboratorio se vienen reslizando estudios
sobre la cindtica de los rrocesos de degradeeidn de la Vi

tamina D3, estando en la actualidad pendiente de nresenta

cién una tesis doctoral sobre este tema (33 ) ¥ ha

-

biendo=-

sido también objeto de varios trabajos de tesina, alzunos

g

va presentados (46 ) y otros vendientes de vwresentacidn.

i

Dentro de egive marco generzl n0s hemos propuecto 58—
tudiar en el presente trabajo ls velociidad de degradacidn
de dicha sutstancia cuando se encuentra dspositada sobre-
una placa de capa fina.

Debido a que el método de andlisis generalmente uti-
lizado en nuestro laboratorio para determinar la cantidad
de Vitamina no alterada en presencia de log productos de-
degradacibén se basa en una téenica de cromatografiz en cz
pa fina cuantitativa, nos hz parecido interes=nte tener--
datos experimentales sobre dicha alteracién.yflos facto=-
res que la favorecen o reducen, para orientar las precau-
ciones que deben tomarse en dicha técnica cuantitativa.

Por otra parte, hemos querido eprovechar las fsecili-
dades que la propia naturaleza de la técnica analitica —-—
ofrece, para obtener un conjunto de datos fiables sobre——

la velocidad de dicha degradacibdn en estas condiciones es
=




peciales pero bien especificadas, pensando que cquizéds pue
dan contribuir a esgclarecer el complejo mecanismo de de=—
gradacidn seguido por dicha Vitznina. Basta en eiceto de-~
jar transcurrir un tiempo controlzdo entre el proceso de-
deposito de la Vitamina sobre la placa y el desarrollo del

]

(%l
10!

cromatograne, en ver 4Ge Iealiizarlo imnediatamente uno
puds del otro como se recomienda hacer en la técnica ana-
litica mencionada, para obtener el conjunto de détos que-—
presentanos y que son objeto de nuestiros comentarios., El=-
egstudio de 1lz influencia de los factores ambientales so=--
bre la velocidad de degradacidn en estas condiciones es——
el principal objetivo que nos hemos propuesivo en esta te-

gina.
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vitamina D.
generalidades



Las vitaninas son sustancias que en cantidades muy—-
pequefias son esenciales para el metabolismo normal de los
seres vivos.

Las vitaminas se deviden en liposolubles e hidrosolu
bles, dentro de las liposolubles (solubles en los lipidos)
se encuentran lz2s viteminas D,

Las vitaninas D son un gruno de sustancias relacio=—
nadas con los esteroles, cuya deficiencia Pproduce raqui——
tismo en los nifios en crecimiento, tetania infantil y ——-
osteomalacia en adultos.

En la naturaleza se encuentran varias, pero sblo la=-
 vitamina D3 (colecalciferol), que constituye la vitamina-
natural y la D, (ergocalciferol) poseen actividad antirra
quitica en el hombre.

Euesfro organismo puede sintetizarla por la accidn--
de los rayos ultravioletas, procedentes del sol o de ra--
diaciones artificiales, sobre la piel, que transformen en
vitamina D el ergosterol.

La vitamina D, se obtiene por radiacién UV del ergos
terol que se extrae de la levadura (fig.1).

La vitamina Dy se prepara por irradiacién del %—deh;

drocolesterol preparado a su vez del colesterol (fig.2)—-




7 Dehidrocolesterol

Ergosterol

FIG .2

calor

Y

FIG-1




Su acfividad estd ligada principalmente a la parte-
insaturada conjugada de la molécula, y también depende——
de la existencia de una estereoquimica adecuada en el——
grupo 03-OH va que la evimerizacibén de este grupo o su-—-
conversibn en cetona disminuye fuertemente la actividad-

de lesvitaminasDp y Dy (1)



2,.1.~0BTENCION

——————————

Se obtiene de productos naturales o bien sintética-
mente. |

La vitamina DS se e%cuentra junto con la vitaminag A
en aceites de higados de diversos peces, de donde se oOb-
tiene por una saponificacidbdn y aislamiento del residuo=——
insaponificable, destilacidén molecular y extraccién con-
etanol al 95%.

En la industria se realiza un proceso semisintético,
-congistente en la irradiascibén UV (275,300 nm) controlada
del ergosterol para la vitamina Do ¥ el 7=dehidrocoleste
rol para la D3. El producto obtenido es bésicamente el—-—
precaliciferol que medisnte una transposicidbén térmica pa-

sa a calciferol.

Las proviteminas D se¢ obtienen:

a.=- El ergosterol se extrae de la levadu
ra,
b.- E1 7-dehidrocolesterol, aunque se en

cuentra en la naturaleza, es dificil obtenerlo en estado



puro, por lo que se prepara por sintesis a partir del co
lesterol (2 ) (3)

I

acilacidn

HO R-COO
colesﬁer61
<
bromuracion — HBr 7-denidro
-_— =4 — colesterol
H,0
R—-C0OO . Br

Este método presenta los inconveniéntéé de que el-—-
&tomo de Br puede ocupaer 2 pesiciones esféricas y que el
doble enlace conjugado tiende a migrar segin las condi-—-
ciones de la rezcciébn empleada (4 ) (5). Bl rendiniento

varia eatre 30% y 50%.



2,2,=~FORIACION-

Le formacidbn de la vitamina D a partir de las co—-
rrespondientes provitaminas, ha interesado siempre mue-
cho a los inyestigadores:

H, Steenbock (6) y A.I.Hess ( 7), descubrieron de
una manera simultdnea e independientemente que la irra-
diacién de las dietss alimenticiss de las ratas tienen-
el mismo efecto beneficioso que la irradiacién de las =
propias ratas raquiticas.

A. Windaus, de la Universidad de GOttingen, dirigid
sus investigaciones sobre la estructuras del ergosterol-
de la levadura y sobre el fector viteminico obtenido de
é1 por irradiasciébn (esquema 1).

Sus . conclusiones, gue postulaban la formacidn de
vitamina D, por via exclusivamente fotequimica,fueron——
aceptados hasta que Lebn Velluz y sus cols., descubrie-—-—
ron que el ergocaleiferol (D2) derivabe directemente de
un nuevo compuesto, al que llamaron PRECALCIFEROL, sin-

aporte de energia luninosa ( 8 ).



' ' h " hv
ERGOSTEROL _224 LUMISTEROL ~—14 TAQUISTEROL —— CALCIFEROL
' (D2)

Irradiaci

" : excesiva

TOXISTEROL SUPRASTEROL
Iy II

esquema 1

Hipbtesis original de Windaus que explicaba la formacién de Vitamina D, a partir
de su Provitamina.



A partir de este descubrimiento, se realizaron muchos
trabajos sobre la fotoquimica de la vitamina D,calculdndo-
se de cada paso que tenfa lugar, los correspondientes ren-
dimjientos cudnticos. En el esquema 2 los mecanisnos de —-—-
reaccibn a que llegaron Rappoldt (1958), Sanders y Haringa
(1964) y Sanders (196%);;

En el afio 19?3 Mermet~Bouvier obtuvo resultados andlo
gos a los de Sanders ( 9 ) con pequefias variaciones en los

rendimientos cudnticos (esquema 3).




a)

VITAMINA D3

esquema 2

Productos formados en la fotoisomerizacién del Ergosterol, sugeridos por

a) Rappoldt

0.26 calorI J calor 0.47
X e—————-ERGOSTEROL < * PREVITAMINA . * TAQUISTER
0.05 0.02 * 0.077
0.41\ . /0.03
LUMISTEROL2 .
-_t)) VITAMINA D2
¥ : /
calor calor
0.05 0.26 ) 4 0.45
X ? «——— ERGOSTEROL « ‘? PREVITAMINA < > TAQUISTERO]
0.02 & 0.08
i 0.41 0.02
LUMISTEROLZ
VITAMINA Dz TOXISTEROL2
A
(:) calor calor _
0.31 d 0.45 _
ERGOSTEROL < PREVITAMINA — > TAQUISTEROL
. 0.02 - 0.11
0.02 0.41
LUMISTEROL2

(12)

b) Sanders y Havinga (13) -

e) Sanders

11
(14)




esquema 3

Productos formados en la fotoisomerizaeidn del Ergosterol, a baja te

ratura, sugerido por Mermet - Bouvier. (15).

VITAMINA D, TOXISTERCH
1 A : *
calor, , calor

'] ]

0.0092 v | 0.42
ERGOSTEROL “————= PREVITAMINA D, ————— TAQUISTE

0.31 0.1
0.0211 [0.41

LUMISTEROL>

12



2.3, “ATODVS DE AFATISIS

ETxisten dos métodos apropiados para el enflisis cuen
titativo quinico o fisico-ouimico de la vitamina D.

- hhoorcidn UV: Lvﬁld ecsnectrofotomédtrica de la--—-

chescreidn UV 2 265 mn, Este ndtodo es a2decvedo tnicauente
nare solveciones éd¢ vitenine T relstivconente concentradss-
¢ para trenaracicnes de vitanine D en 2elvo siempre cue-——

J. =

e
J J.lm -

(J"u

ne crietan otras susisiecias que abscrben =2

— Rozceicnes colorezdas: Andlisis fotométrico de la-.

vitamina D mediante una reaccidén coloreada. Se han sugeri
do numerosos métodos_con este fin, El Que cse enplea toda-
via con mayor frecuencia es el que se basa en lz reaceidn
con tricloruro de antimonio niopueste inicialmente por———
Broclmann y Chen (10) mejorada ulitimsnente por otres auto
res cono Nied y cols.(11) que zdicionaron cloruro de ace-
tilo 2l reectivo de tricloruro de antimonio. Iste método-
se basa en las reacciones coloreadas con formacidn de un-—
producto amarillo-naranje que las viteminas Dg h'4 D3 Gan=-—
con el tricloruro de artimonio en cloroformo, gl méximo de

absoreidn se halla a 500 rm.




El producto de reaccidn de la vitamina D tarda de 5
a 15 mimutos en alcanzar la méxime intensidad coloreada.

El principel inconveniente de este andlisis es la—-—
inestebilidad cdel reactivo, pero como se ha citado ante-
riormente Iield y coleboradores lo mejoraron con la adi-
¢cién de cloruro de acetiib con lo gue se incrementa la——
estabilidad del reactivo y la sensibilidad del rismo.

La mayor desventeaja de todos estos.métoﬁos para el-
endlisis de vitamina D es su fz2lta de especificidad.

La vitamina A constituye el obstédculo més importsn-
te para el andlisis exacto de la vitemina D en productos
naturales y en muchas especialidades farmacedticas,

El nétodo més satisfactorio para lé separacibn de——
vitamina A ¥y D y de otras sustancias interferentes egem-—-
por cromatografia de »articibn (fig. 2.4) y por cromato-
grafi{ia en capa fina sobre placzs de siiicagsl. La vitemi
na D se recupera cuantitativamente después de su aisla--
niento por smbos métodos.

La vitemina E cue interfiere el andlisis fotométri-
co de la vitamina D, (12), tembién se separa cuantitati-
vamente., Debe destacarse una diferencia fundamental en—-—

tre los dos procedimientos: In el caso de la cromatogra-



Mezcla . Mezcla

A4+D+E A+D
hidrélisis ! : hidrolisis .
alcalina | ’ alcalina i
Cromatografia . : /
de adsorcién en _‘ /
columna de MgHPO, /
Eliminacién A+D A+D _'.»'
de E /
Cromatografia de C;A I: e::’r;z::;:)

particién en columna [~
de Kieselguhr

D + ‘productos descomp. A

Cromatografia de

adsorcidn en columna| (Los productos de descomp.

de Florex XXS de ‘A permanecen en la
‘ : columna)

D D \
Reactivo r. color Reactivo r. color -
inhibidor (anhidrido acético)

Solucién prablema S Solucién testigo Bl

(medida a 500 nm.) Eg —Ep;

*
Extincion corregida

Cilculo del contenido en vit. D a partir de la curva de calibracién

FIG-24 -
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fie de particidn ;a vitamina;A debe hallarse en estado de
vitamina Aralcohol; es decir,..debe hidrolizarse la mues——
tra o extracto. En cambio en la cromatografia en capa fi-
na se eliminan Unicemente los ésteres de la vitamina A,--
que se separan satisfactoriamente de la vitaminag D. La———
presencia de grandes cantidades de vitamina A-zlcohol in-
terfiere la separacién ﬁér eromatografi{a en capa fina.

- Puede valorarse también por métodos bioldzicos:En-—

sayos en ratas y pollos, valoraciones microbiolégices,...

Zs indudable gue la especificidad de detececibdn de la
vitamina D por su sctividad biolégica no es superada por—
los otros métodos enaliticos, pero el progreso de las tég
nicas dromatogféficas y especialmente de la cromatografia
en capa fina ha permitido mejorar de tal modo la vzlora—-—
cibn guimica y fisico-quinica de estas viteminass que su——
ecpecificidad alcance précticzmente la gue eslcaracteris-
tica de los procedimientos bioldégicos, ademds son méds ba-
ratos requieren menos tiempo ¥y los resultados presentan——

variaciones considerchlenente menores. (13}



244 .~ACCION TFARMACOLOGICA

e e e e . — o —— e e e e e S i
ettt

La administracién de la vitamina D previene y cura-
rdpidamente el sindrome de carencia de dicha vitamina:Ra
quitismo infantil y la osteomalacia del adulto.

Es digno de mencionar la normalizacidn dentaria, de
manera que se previene o se detiene el desarrollo de las,
caries sin que ello quiera significar que la vitamina D-
sea el Ynico factor en las mismas (14).

El examen histoldgico de los huesos muestra que ba-
jo la accidbn de la vitamina D, las células del cartilago
de conjugacibn degenera, siendo seguido vor invasibén de-
vasos carilares; formacidn de osteoblastos y finalmente-~
impreznacién célcica de la matriz osea formeda.

Ll efecto de la vitamina D g altas dosis, semejante
al de le hormona paratiroidea, ha llevado al empleo de—-—
2quélla en el hiroparctircidismo, con e
sos haciendo surrimir la tetenia.

A dosis nuy elevadas es capaz de provocar reaccio——
nes adversas debido esencizlmente a la produccibnede hi-

percalceniz, gque puede alcanzar a 22ng/100ml o seq =———-

17



11 mEq/1; en ese sentido, se considera como dosis téxica,
3.75 ng o sea 150,000 U.I. por dfa, sobretodo si es admi-
.nistrada en forms continuada.

Por convenio 1 U,I. de vitamina D corresronde a la—
actividad de 0,01ml de aceite de hfigado de bacalao medici
nal promedio y equivale aproximadamente a 0,05 g de cal=-
ciferol, |

Las manifestaciones principales de la hipervitamino-
sis consisten en anorexia, vémitos, diarrea, lasitud, de-
bilidad muscular, mareos, cefalea, palidez, albuminuriaz,-
nicturia y retencidn nitrogenada. Las alteraciones bseas-
consisten en osteoporosis; se producen calcificaciones me
tastdsicas en la aorta, corszzébn, pulmones, vasos, rifiones,
con insvficiencia de estos brganos pudiendo aun producir- ‘
se la nuerte.

El tratamiento de este hipertiroidismo es simnlemen-—
te la supresién de la adminisiracién del preparzdo, cedien
do generalmente los sintomas, pues las alteraciones son-——

reversibles, si no estén muy avanzadas.

18



2.5 .~IECANISIIO DE ACCION

P
——— e ———— — P

La vitemina D interviene en el metabolismo del cel-
cio aumentando el transporte zctivo desde el intestino.

La vitemina Dg es-producida en le piel de los mami
feros a partir del 7-dehidrocolesterol pcr la accibn a la
luz solar. La vitemina D3 es llevada al higado, donde es
convertida en un metabolito de la vitamina, el 25-hidro- -
xicolecalciferol, El 25-hidroxicolecalciferol es conver-
tido, a su vez en Tifibn, en el metabolito fisioldgicamen
te activo, 1,25-dihidroxicolecalciferol, Debido a que es
te metabolito es producido en el cuerpd y ‘transportado=-— -
en la corriente sanguinea para actuar a distencia de su-
lugar de produccidn, a menudo se le denomins hormona. EL
actlia sobre los mfclesos de las células del epitelio in--
testinal iniciando la formacibdn de RNim., 1 RNAm dicta~—
1z formacibn de unz proteina gque incrsuents 1la cetividad
del mecanisno transportador de calecio. E1 1,25-dihidroxi
colecalciferol tiene una accidén senmejante sobre el hueso,
movilizando el czlcio del hueso viejo. Sin embargo, lo—-

absorcién defectuosa del calcio en la deficiencia de la-



vitamina D , 2 menudo produce hipoqalcemia y;_débido al-
déficit de calcio, la proteina del hueso recién formadbf
no se mineraliza. En los nifios y en los animzles jévenes,
el resultado es la enfenme@ad llamada "raquitismo". Ege-
digno de notarse que el raguitismo se puede deber a la--
ingestibén inadecuada de'ias provitaminas que son conver-
tidas en vitamina Dy por la luz solar, 0 a la exposicién
insuficiente al sol. El raquitismo tembién se observa co
mo una complicacibdn de la enfermedad renzl, posiblemente
porgque el rifién no produce las cantidades normales de ——
1,25=dihidroxicolecalciferol. La administracibn de gran—l-
des dosis de vitamina D o de un compuesto relscionado,—-
el "dihidrotaquisterol", eleva el nivei de Ca**'plasméti
co lo suficiente para ser benéfica en el tratemiento del
hipoparatiroidismo,.

La formacidn del 1,25-dinidroxicolecalciferol es re

gulada por el calcio plasmético (15 ).




- B
degradacion de sustancias
en estado solido



Loc estudios tebricos sobre 1los meccnismos a través
de los que lazs sustancias al estado sblido sufren proce-
sos de degradacibn, llenan una importante parcela de la-
moderna bibliosrafia sobre cinétice quinica (16) (17) —-
(18).

Lvidemntemente no es posihle llegar en este tipo de-
estudios a la simplicidad y precisidén de concentos que -
se alcanzcn cuando se describen los procesos que tienen-—
lugar en medios homogscneos lfquidos o gaseosos.,

Los conceptos bf-icos utlizados en cinética quinica,
tales como velocidad (¢ reaccibn, constante de velocidad
especifica, oreden de reaccidn, energia de activecidn ete,
se emplean tan s6lo con cardeter analdsico, ya cue no es
posible definir en for:.o correcta el concepto de concen—
tracién al que todos - tos datcs cinéticos estén vincula
doc mateméticanmente.

Todo ello limitc la posible generalizaciodn de ectos
estudios, de manera ¢. = mds que un plenteamiento unificg
do de este tipo de cciones, es més Util abordar una se
rie de casos concretc , muchos de los cuales son sucenti
bles Gc sex avlicados 3 todc una serie de casos antlorsos

Y por tento llegar ¢ cierto nivel de generclizacién.

21



Las reacciones a través de lag cuzles los sblidos se

dezradan las ncdemos clasificer en dos grandes grupcs:
(= = [

L
5

. TamAanmd menm e l e e el =t AAT —~~A
Se -&'-:-;_-}.\-J\-l\..r.;.l.uu OCOLlZE D T Lt

N =
N b

0

~
[t

¢
{

1{quidas de recubrimiento del sélido o en medios liquidos

en contacto con aquel.

De.— Reacciones que tiemen lugar en fase séli

da propigmente dicha.

Nosotros vanos a ocuvarnos de les reacciones de tipo
b.~ gque son las que pueden tener lugar cuando la vitamina

D3 se halla depositada sobre un soporte de capa fina.

Los sélidos cristalizados presentan una gran resis--
tencia al ataque qu@mico, por esto las inperfecciones en-
la red cristalina juéﬂan un importante papel en los nroce
sos de degradacibn en estado sélido,

ITuchas veces la difusidn de un reactivo en el inte—-
rior del cristal es el Tactor que controla la velocidszd,y
dicha difusibn sblo es vosible a travéds de los defectos——
de estructurzs y grietas que la propia degradacidn genera-~

en el cristal.

22



La definicibdn nds simple de este tipo de reacciones,
puede ser la que establece que son procesos de transfor--
necidn quinica que tienen luger a temveraturas inferiores
a las de los puntoz de fusién de lzs mezclas eutéeticas,-—
que pueden formar los componentes del sistema. ZTgta defi-
nicidn execluye automdticamente todas las reacciones que—-—
forman un liquido como uno de sugs productos.

Yorawetz (19 ) establece tres eriterios para recono-

cer este tipo de reacciones:

a.~ Se dan grandes diferenciss de reactividad en sus

tancias muy parecidas.

b.- Diferentes formas cristalinas dec un nmismo compues
to dan rezscciones distintas o presentan rezsctividsd dife-
rente.,

c.- Se dzn reacciones distintes con forracidn de pro
ductos diferentes muchas veces si la reaccibdn tiene lugar

entre las mismas sustancias en fase liquida,

Siguiendo a Stephan R. Byrn (17 ) podemos distinguir
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entre ellas tres tipos fundermentales.
a.—- Reacciones fotoquimicas
b.- Reaccionszs de tino térmico, sbélido-sélido

Cc.~ Reacclones sblido-gas

En muchos casos se dan simulitdneamente dos o mds de-
estos tipos fundameniales de reaccicnes.

Las curvas que representsn la »rogresién de l= reac-
cibn a lo largo del +tiemvo preden tipificarse por uno de-

los dos tinos siguientes:
1.- Se inician a unz gran velocidad y lvego se apro-

ximan asintéticamente = pequelia veloecidad =z su realize——

cibn completa
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2.~ Se inician muy lentanente, fefiniendo wn perio-
do de aceleracidn bastante rdpido y acsba en el vperiodo-
de decaimientc; presentan una forma sigmoidea caracterig

tica.
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Los rescciones cue presentan curveg del tizo 1.~ se
inician conc en casi todos los casog en la suverficie,en

aristas ¥ grietas del sdélido, formdéndose miclecs de-

[
o
0

"

descomposicidn que rdpicdamente crecen hastz llezor ¢ cu-
brir completamente el cristal. Hormalmente los nroductos
formades son también =8lidos, rero nusde ccurrir en al--
odn caso cue los productos resultantes de lo rescelln-——-—
sean gases cue se desyrendan.

Si son sélidos de menor volumen molar que el reacti
vo, quedar formendo una capa porosa y la reaccidn prosi-
gue en la verdadera superficie del crisfal inzlterado.

Este tivo de rezcciones se rigen por criterios geo—
métricos, decreciendo a medida que la superficie de ata-
que va siendo menor &l avanzar progresivamente hacia el-
interior del cristal (procesos topoquinicos)

Supongamos por egempio gue vn experimento se lleva-
a cabo utilizando particulaa esféricas que se atacen sin
prerder la forma, péro disninuyendo de volumen, La veloci
dad se supone Gue es en cads momento pronorcionzl a lo—-
superficie 1fmite de la varticula inalterada.

d v

= KBS
d t '



Siendo V el volumen de 1o particula al czho ds un tiem-

po t poniando V y S en funcibn del radio r, tsnenmos
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El valor de X o sea la fracecidn de sustanciz descompues-

ta es iguel:

_ 4/311'1"3 - 4/3W(ry - K ’0)3-

4/3 r'g

X

ro = rodio inicizl de la particula

0 se&:

3 KX
OIS LA

s fa (1 =

Kt
)3
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Si se hubiese partido de particulas de form: cubica se-

hubiese llezado a la misma férmula. Roginski 7y Schultz (20)

muestiren cono estz ecuacidn ge puede anlicar

1z decscon hO“l

"I

&)

cidn del narmengznato de potasio; ol renaresentar 1-(i-x )
frente sl tiempo se obitiene una recia.

Cuando 1los productos sdlidos ocuzen mayor volumen gue——
los reactivos, se Forma una capa de proteccidn diffcilmente-
perneable que tiende a frenar la reaccidn. 3i la rezccidn se
produce con un gao, éste debe introducirse a través de esta-
capa y se puede hablar de une reaccidn controlsds por difu--—
sién, .

La hipdtesis mds simple es que el ecpesor de la caps de
producto aunente en forma inversamente prozorcional a su- es—

resor

d = K
at X

oiendo K un factor de »nroporcionalidad relzcionado con-
la permeabilidad de le capa por el gas. Z1 crecimiento de xz-

sigue una ley parabblica:
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TLas curvas del tipo 292 de forma sigmoides rusden inter—

f-'
ck
(0]
o]
=
Ha
m

pretarse en muchos casos seg nropuesta por Frout

y Tompkins (21 ) para interoretar la cindtica de descouposi-

*
oy
£

(3]
4}
I
i

cidn térmica ¢el rvermangcneto de potzsic 7 que hs sido
puds aplicadaa muchos otros tipos de reacciones de descomnpo-

gicidn de sélidos.

I T -
- T

('.‘

Un cristal preseanta sn su superficiz ¥ deubién en
ta nedida, aunque con nucha menor frecuencia en su interiory
molédculas que por su especial situzacidn en la red, presentan
nayor reaétividad o0 inestabilidad. Dicho de otro modo son mo
léculas que presentan una energfa de activacidn mucho més pe
quefia que el,EOnjunto de las demds molécules ¥ por ello Su——
eventual transformacidn estd altamente favorecida; evidente-
mente la especial situacidn de estas moléculas se relaciona-
con la existencia de efectos de diversa Indole en la red——-—
cristaling.

El comienzo de les reacciones en el estado sélido so ini
cia en estos nunuos, pero cuando alguna de estas moléculas——
se transforma, se produce un debilitaniento de las moléculas
vecinas, propagédndose sezgin direceiones determinadas vor la-
setruciura del cristal la. situacidn de inestabilidad.

Considerenos que el momento inicial existen un nimero--
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de estas moldeculzs notencialmente reactivas; a medida gque se
van transformando van disminuyendo en mimero igusl como la--
harén los dtomos de una rmuestra radioactiva., Si Ni son las--
que cuedan al cabo de un tienpo %, 2l igual que en una nMues-—

tra rediocactiva csbe escribir la relacidn:

i 1.
ad .E..E _ Hi

d t

- /z-

Siendo 1/2'1& egperanza media de vida de las moléculas-
potencielmente reactivas.

De hecho el mimero de moléculas potencialmente reacti-—
vas no decrece, ya que cada vez dque alguna se transforma, se
induce la formacidn de otras varias. Dicho mimero lo expresa
mos por I y su valor incluye a las iniciales que quedan Y———
las de nueva creacifdn. deas ellas estdn afectadzss de la mig
ma probabilidad de reaccidn de manera que se puede egecribire

la relacidn:

d n N

d t ?
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Siendo n el mimero ds molédculas aue hen reaccionado o el
ninero de moléculzas de producto formado.

Si 1lemamoso{ al mimero de moldéculas que se forman—
en termino nmedio, en exceso sobre la unidsd, nHOr Cads =—-
moldcula aque reaccions, o sea gue considersmos df como el
factor de ramificzcidbdn de la cadena de moléculas activa-

das que se estd propagando

=4

En un cristal de proporciones finitas este proceso-
de propagacibén en cadena tiene una limitzcidn natural,--
¥a que la propagacibn regida por la propia estructura de
lz red, se efectia en direcciones ¥y segin planos deter—-
minados que a medidd que el proceso se va desarrollando—
va interfiriendo y va Produciendo la ruptura de cadenas-
de propagacibn. :

Llamamos %’1a.probabilidad de la interruvcidn, la--
cual logicamente ird en aumento a lo largo de la provaga
cibén de la reaccidn. La velocidad de formzcidn de nuevas

moléculas activadas es realmentes
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n it

— = (=) --?"--

La idea de cue¥ ¥y ({ estén relacionadas se puede ex

presar matemdticamente por

imponiendo la condicidn de que:

0

(>

¢ = 0 cuande %

(D 1 cuando O(

Si llamames nggy €l mimero de moléculas transforma-—

H
it

das en el momento de mixima velicidad en la fase de ace-
leracibn, el valor aue Prout y Tompkins proponen para la

velocidad de formacidn de moléculas activas es:

d n n N
dat n —
mex C

32



con lo cual:

— ™ f’“‘ - M /“". \
= A i

obteniendo pcr integracidn:

2
n
H = n = cmmmmeme + N,
2n
max
de donde se deduced
n-
KL max
max 2

La velocidad de transformacién vendrd deds por con-

siguiente vor la expresidn:

d n n Nb
—_—— = e n (1 e ) ¢ L
d t 2T 2n ZT

max

Dicha ecuacibén cinética se puede expresar en funcidn
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I3

de la fraccibn de moldculas trensformadas (x = n/nf)

do np el mimero totzl de moléculas

d x o i
t b:e Vs
max *

ecuzcidn en la que se puede despreciar su dltimo término-

quedando:
d X ' x
= Z—x (1~ )
dt T 2x

que se adapta bastante bien a los datos experimentales obh
tenidos en la desconpogicidn térmica del vermanganzto po-
tdsico, por lo menos hasta el momento de su mdxima veloci
dad; a partir de esté nonento la velocidad psrece estar-——

controlada por el mimero de moldéculas sin transformar:
(n=n)

multiplicendo por un factor que expresa la vrobabilidad—-
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de que estds moldéculas sesn realmente actives; dicho fac
tor se puede ezpresar por el cociente n/hf, el cuel tien
de a valer 1 en las fases finales.

La velocidad en la etapa de decaimiento seria nor--

ello:

d x 1
at

la cual también se adapta a2 los resultades experimenta—-—
les,

La teoria de Prout y Tompkins ha sido aplicada al -
esclareciniento de muchos procesos de degradacibn en es-—
tado sbélido, particularmente al proceso de descarboxila-
cidn del 4cido p-amino salieflico (22) (23),

Carstensen, apoydndose en la posibilidad de tener--
indicaciones ezperiméntales de la cantidad de moléculas-
activadas N perfecciona el tratamiento matemﬁtico. Dicha
posibilidad se basa en la medida de la superficie especi
fica de los cristales nor el método BLET, ya que se consi
dera que el mimero de centro activos guarda relecibdn de-

proporcionalidad con la superficie especifica.
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Zn l=2 mayoria ' de los casgos estudiados se vz que el-
periodo de induccién es Unico y no se repite cuzndo sc--
nroduce utna interruvpeidn artificial del proceso.

Si la induceidn fuege debids & un proceso de difu—-
sién y no a la formacién de nucleos activos por un meca-
nismo de provagacibén en cedena, el reriodo de induvccidn-
deheria repetirse o cada interrupcidn del procsso.

Las reacciones de Indole fotogquimica, se iniciasn en
la superficie y pueden propagarse a medida que se va &eg'
truyendo la masa del cristal. La mayor parte de casos Cg
tudiados presenten una cinética aparente de primer orden,
pudiéndose observar en alcunos casos canmbios de velocidad -
especifica a lo largo del proceso, quedeben relacionarse
con diferencias en el sustrato, més cue a diferencias en
el mecanismo de reacecibén (24 ) (25 ).

En le meyor parie de reacciones fotoquimicas de sus
tancias gl estado séiido, los detos estersocuimicos re——
sultan ser de la mayor importencis. Se han esisblecido—-—
los llamados postulzdos topoquimicos que estzblecen como
norma que en las reacciones fotocuimicas hay el minino--
desplazeniento nosible de &tomos y moléeulas, nroducién-

dose tan solo desplazamientos eledrdénicos. Si se puede-—-
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conoesr con precisibdn -or medioc de los rayos I la estruc
tura exscta ds los cristales, results fdcil predecir las
reacciones cozsatibles con dichos postulados (28 ) (27)

Inchas reacciones foteruinicszs pracetan necanismog-—
miztos en que se dzn junto a fases relzacioncdas con la--—
radizeidn, otras fases exclusivemente térmicaes, muchas—-
veces del tipo de vropazscidan en cadena.

Las rescciores exclusivomente térmiczs sin interven
cibn de reactivos externos- (1fguidos o gaseosos), se sue
len dar en ectado sdlido si tawbién se dan en una exten—
sién razonable en disoluciédn en un disolvente inerie a—-—
tenperaturas 60-1002 por debajo de su punto de fusibn,--—
sin embargo su velocidad es dos a cien veces inferior.

Les reacciones térmicas qwe tienen luzar con inter—-—
vencidn de gases, son par tlcvlhfmenue importantes en el-
estudio de 1z descox ;051016n de sustancizs nedicamento——
cas. Bl vapor de agua ¥y el oxigeno del airs son los reagc
tivos externos més:frecuentes.

El ergocalciferol (vitamina D,) es sensible gl ca--—
lor, 2l aire y a la luz. Los productos de su descomposi-
cién en presencia de esire no son bien conocidos, pero se

sabe por el andlisis elemental y por espectrografia de—-
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ue se obtienen producitos de desradscidn oxidados.-

mnag

L]

Le radiazcidn no es una condicidn indisrensable para esta
degradecidn,

Se puecden sujoner tres necanistios que actien inde--
pendientenente:

a.- 21 ataque por oxlzeno atdmico activado
fotoculmicemente sobre los grupos diénicos o tridnicos.—-

b.= El ataque nor oxigenc molecular sobre=—
moléculas fotoquimicamente excitadas.

| c.~ IMormacibén de hidroperbxides a2lfa sobre
el sistema de dobles enlaces excitadoszs fotoquimicamente-
o térmicsments los cuales inician un proceso de reazcecidn
en cadena.

La mayoria de las reacciones en estado sélido (foto
quimicas y térmicas) empiezan por un proceso de nuclea—-
cidn del tipo Prout 'y Tompkins. La propagacidn devende—-—
en alto grado de la énisotropia del medio, Existen reac-
ciones que se dan con preferencia segin una de las caras

del eristal, (28 )
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tecnicas utilizadas



4 .1.=5SPECTROTOTOLIEIRIA ULTRA~VIOLLTA

e e . P e S ot S et S o e e o M e . S e S S T e S e . S
S S S S S S L o L o T N e, ——

Desde hace mucho tiempo se viene estudiando la absor
cién de radiaciones en la fegién UV, pero hasta 1940 no—
ce consiguid un espechnf@témetro fotoeléctrico de féecil-~
manejo.(29)

La espectrofotometria visible y UV se debe a la zbsor
cibén por las moléculas de las radiasciones correspondien--
tes, aumenitandc el nivel energético de sus electrones.

La captacidn de energia radiante puede invertirse no
£6lo en los cambios de nosicidn de los electrones de la—-
rmoléeula sino en sumentar sus energfes de rotzcién T Vie=
bracidn, pero los ssltos energéticos que se detectan en--—
le zona UV afectzn tan sole 2 las excitaciones electrdéni-
css.

Czda ecpecie molecular presenta un espectiro caracte-
ristico condicionzdo nor su estructura ¥ por lz raturcle-
za de los saltos electrénicos posibles y su zcoplemiento.
Es muy interesente conocer este esvectro no sdlo pars la
caracterizocibdn cualitativa de lz sustsneia sino Para ege-

tudiar su nosible aprovechamiento en el andlicsis cuantita
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tivo.

| Pars hacer la renrecsentacibn de la curva espectral-—
se disvone en un diagrama cartesiano los valores de las-
ebscrbancias en ordenadas y las longitudes de onda en ab
cisas. La absorbancia es el valor logaritmico del cocien
te entre la intensidad de la luz incidente y la transmi-

Ip :

tida loge=—=—-—,

Lz pregencia de un maximo bien definido a una longi
tud de onda dada es una caracteristica favorable ya que-
en esta longitud de onda se pueden hacer las medidas de-—
absorbancia con un minimo de error. Hay que tener en cuen
ta que no se trabajs con luz monocromdtica, sino con un-
haz de luz de diferente longitud de onda pero con uvna pe
cuefia oseilacidn en su valor (fig.3 ). Otf;_caracteristi
ca fundamentzl para el pdsible eprovechaniento de la luz
UV para el anfiisis cventitztivo es que en la longitud-

de onda Ge dicho méximo se cumpla la lay de Lambert-Reer

que se expresa de la manera sigviente:
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Siendo:
It = Intengsidad de radiacidn transmitida a-
través de la disolucién nroblena.

I, = Intensidad de la radiscidn incidentes.-

[
Il

Esvesor de 1la disolucidn atravesada.——

¢ = Concentracidn de la solucién,
Se puede variar la expresidén de la siguiente forma:

I'b _ -ale

transformdndolo a logzritmos decimales queda:

Io f
log = AN
Ig 2.303
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Siendo:

-3
= E
2,303
E = Coeficiente de extincibn
I
log s, A
L
A = Absorbancia, densidad éptica
I
s
1o
T = Transmitancia

De 1o que se deduce:
A
E = ===
lc

Segin esté expresada la concentraciédn, E recibe la-

denominacidn de:



paras

¢ = noles/litro E = Coeficiente de extincién molar
para:
C = g/i00 ml T = Coeficiente de extinecidn esuzcifi

ca.

En el caso particular que la concentracidn sea 1 g-
en 100 ml, no directsmente medible al espectrofotbmetro-—
normalmente,y considerando la cubeta de 1 cm de espesor,-—
se obtiene E1 que es caracteristico de cada sustencia—-
para una &et;gzinada longitud de onda. En la préctica es-
te valor se obtiene por deduccibén-a partir de concentra--
ciones menores medibles en el espectrcfotébmetro y ror ———

aplicacién de la ley de Lembert-Eeer,

Por lea ecuvacidn:
A = Elec

se ve que la absorbancia de una solucidn es directamente-
provorcional a su concentracibn siempre que sea el mismo-
espesor el de la cubeta. Esta propiedad es la que se utili

zg normalmente en aplicaciones al andlisis cuantitativo—-—
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de las espectrofotometrias.

La ley de Lambert-Beer se cumple sélo para radiacio-
nes monocromaticas, y aunque se puede presunir su cunnpli-
mientd en todas lag sustancias exislen muches casos dg——-—
comportamiento anémalo, debido a la mayor parte de los cg
sog, a modificacidn de la estructura mclecular con el ———
campio de concentracidn. Por ello ez necesario su compro-
bacién antes de ponmer a runto un método de andlisis cuan—
titativo de tipo espectrofotoméirico.

Bn la zona UV la lémpara o fuente de radiscidn es una

lémpars de hidrdgeno. Condicidn indispensable es cue debe
enitir wna intensidad constante.

Se utilizza como medio dismersanie, prismas o redeg——

de difracciébn. Los prismas deben ser de cuarzo o silice-—-

nara el UV,

Las redes de difrsccién pueden ser vor reflexidn o——
refracecidn, pero se ?refieren las primerass ya que no ebgor
ben. |

La muestra se coloca en unas cubetas de cuarzo cuyas
caras de entrada y de =alida del reyo casi monocroudtico-
son paralelas, de igual esnesor y transparentes, mientras

que las laterales son translicidas nara su mejor manejo.
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L2 intensidad ds las radiseiones trznenitidas se mi-

de vor un dispositivo fotogensible que de una regpuestiz—
lineal en todas las frecuencias ¥y cue pea lo suficiente——
nente sensible. Los usilizados normzlmente son los L0460~

Existen los esuectrofotémetros de un sélo haz, en es

$08 ol haz orovenlente del foco atraviesa la suesire antes
o despuds del ajuste a O del aparato con el blanco con lo
que la respuesta del ararato correspconde exclusivanente a
la concentracidén problemz, o de doble haz, que es el apa-
rato utilizado en nmuestras mediciones, ¥ en el cue ta; co

1o se aprecia en la figura:
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la radizcién w»rocedenie de la fuente envtra en el ﬁonocrg
mador por la ranura S1 7 se dignerse en el prisma tipo——
Littm1. Despuéds de gbandonar el nonocromador se hace que
el hzp nase aliernstivanmente nor 1o céluvla de reforenscia

y por ls célula de muesira »or medio de un cortzdor del-

)

haz aque aliterna en 50 ciclos per sszundo. Z1 tubo foto--—
maltinlicador recibe eantonsss pulsos aitarzativos de ro-
digcibn, orimero procedentes del haz de referencia ¥
go del haz muestra. Sincronizando con los pulsos altern
tivos hay un sistema de seifiales fotoeléetricas que permi
te comparar las sefiales de los dos haces, Cualquier desg
quilibrio enire las dos sefiales se corrige imponiendo———
voltaje procedente de un potenciémetro (30).

Los digolventes utilizados deben tener la absorecibn
minima y a poder ser nula en la regidn de frecuencias———
utilizadas (31).

La concentracibdn de las soluciones deten ser de tal
magnitud que la absorcidn leida esté en la zona inter—e—
dia de la escala (entre 0,2-0,8), ya que el nargen de——-
confianza fuera de estos lImites es inferior y no resul-
ta razonable trabajar en €1, auncue en algunos czsos y—-
para completar el estudio de un proceso de degradacibdn--

sea imprescindible utilizarlo,
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4,1,1,=-APLICACICIH AL AIALISIS DE VITAILIFA D3

El espectro de cbeoreidn de la vitamina Do ¥ D3 nosee
un mdzimo a 265 nmm (como e apreciz en la fig.4 ). Siendo-
idénticos debido a cne el mdximo dz absorecibn sze orizina--
por la presencia del sistema trieno conjugado, existente--—
en ambas. Este espectro es tipico para aguellos itrisnos en
los que los dobles enlaces no son ciclicos (32)

Este mdximo se puede ver interferido si la vitaming—-
va aqcmpaﬁadalde esteroles relacionzdos ya que posecen Ca=-—
racteristicas con ebsorbancias importantes a longitudes de
onda casi iguales,

Para su andlisis espectroscdpico, se preparan solucio
nes etanflicas de la vitanina a concentraciones de 0,5 a——
1,5 mg de vitemina D en 100ml. La extincién de esta solu--
cibn se mide frente 2l disolvente a 265 nm en una cubeta~-—
de 1 cm. :

El contenido en vitemina D ge calcula tomando los ve-
a:,
Vid

lores de extincidn especifica E para la vitamina:
1cm
1%
E (D) = 460
1cm '
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ol (133) = 485

La valoracibn espectrofotomdtrica de la vitamine ba-
s2da en el cumplimiento de la ley de Lambert-3Bser (33 )=—
en su méximo a 265 mm es uno de los fundanentos del ansdli

gis cuantitativo utilizade nor nczoiros.



4.2.,~CROIATOGRATIA EN CAPA FINA

Z1 andlisis crouasogrdfico es vn nétedo fisico-cui~
nico basado en la conpetencia. Comprende un sistena nb=-
vil que estd en equilibrio con une fase estecionaria, de
tal forma, que la mezcla a sevarar se disitribuye entre-—-—
las dos fases. Cusndo la fase estacionaria es un sblido-
v les fuerzas que actdan entre é1 y la mezcla son del ti
po de adsorcidn, lz téenica se llama "Cromatografia de--
la Adsorcién”. Cuando la fase estacionaria es un liquido
86lo o sostenido en un =soporte sblido, la cromatografia-
se considera "Cromatografia de particién", En general,-—-—
la cromatografia de adsorcibén comnrende una fase mévil-
relativemente apolar y va mejor si las sustancias z sepa
rar no son muy polafes. Por otra parte la cromatografia-
de particidn se realiza con sustancias muy polares y la=
separaciébn se basﬁ fundamentalmente en los coeficientes-
de distribucién entre un liquido polar y otro apolar.

La cromatografia puede realizarse en columna, parel,

capa fina o en forma des gas.
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Lo cronatozrafi=z sobre nanel se basa en hacer pasar

v B

una corriente ascendente o descendente de disolvente ade
cvado, por una tira de papel sobre l= cue se ha aplicado
la nuestra a analizar, Tiene la veniaja de su extrenga———
simplicidad y la relativa sencillez de las instalaciones.
Los resultados son poco precisos en andlisis cuantitati-
VOS.

La cromnatozrafia de gases se funda en la volatilizg

cibén de la sustancia y adsorcibdn posterior a2l estado ga-
seoso. Los resultados son muy pfecisos v préctioame§te--
cusntitativos y la operacidn se fealiza con répidez,pero
las instalacioﬁes son costosas ¥ no siempre accesibles,

La cromatografia en capa fina reune las cualidades-

de todas las anteriores, Como la cromatografia en colum-
na puede elegirse a voluntad la sustancia soperte que——-
formg la fase estacionaria y combina la simplicidad de--—
las instalaciones y facilidades del revelado de la croma
tografia sobre papél, con la velocidad de operacidén cro-
matogrdfica de gases.

En la cromatografia en capa fina se realiza la seps
racién de los componentes de una mezcla, por aplicacidén-
de una solucién de la misma sobre una placa de cristal,-

posterior desarrollo mediante disolvente adecuado y reve
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lado final por procedimientos diversos (visiébn directa,-
luz ultravioleta, reactivos generales y especificos, iso
topos radioactivos, ete.).

En toda crometozrafia se debe %ener an cuentsa:

Adsorbente: Es el material sdélido que actia como fa
se estacionaria (cromatozrafia de adsorcidn) o como so==
porte de lz fase estacionariz lfquida (cromatografin de~
particién).

luestra: Es la sustancia que se va a analizar pOr—-—
cromatografia.

Disolvente: Es el 1liquido en que va disuelta la——~;
muestra para facilitar su aplicacién. No interviene en--
la cromatografia.

Deserrollo: Es el paso de la fase mébvil por el ad--
sorbente. Si es un liquido se llama "l{quido de desarro-
1lo%,

Revelado: Se refiere a la operacidn de hacer visi--
bles los resultados del cromatograma desarrollado.

Eluente: Se usa sblo cuando la sustancia se separa-
completamente del adsorbente para su andlisis cuantitati
Vo.

Rf: Es la relacidén que existe entre la distancia re

corrida por la muestra y la recorrida por el frente del-
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lfguido de desarrollo. Es decir:

Rf = —e———

Es constante y caracteristico para cada sustanciag--
en igvelded de condicicnss de rabajo {$ipo ¥ espesor sl
adsorbente, lfguido de desarrollo, temreratura embiente,~-
ete.). _

Midiendo los Rf de una muestra compleja se puede sa-
ber la composicidn de la misma.

?actorea que modifican el Rf: Naturaleza del adsor—-—
bente, espesor de la capa cromatogféfica, actividad de la
capa que viene determinada por la temperatura y el tiempo
de secado antes del desarrollo, humedad del aire durante-
la aplicacién de las:muestras en las places, grado de sa=-
turacidén de la cémararcromatogréfica, cantidad de eluyen-
te, cantidad de muestra, temperatura, técnica utiliéaﬁa——
(ascendente o descendente).

Rx: Otra manera de definir la caracteristica cromato
gréfica de una sustancia es utilizando el concepto de Rx.

El Rx de una sustancia es la relacién entre su Rf y-

el de otra que se toma como referencia. (34)

54



Bl Rf a pesar de ser caracteristico para cada sustan
cia se modifica cuando verian las condiciones del trabajo,

por eso pare evitar errores se toma en lugar de Rf,Rxz.
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Instrumentacién : Para la realizacién de cromatosra

fia de capa fina puede necesitarse:

a.- Un soporte de materisl plédstico para rea
lizar la extensidn de la sustancia que constituye la fa-
se estacionaria o adsorvente,

b.= Una serie de »nlacas de vidrio ds espesor
idéntico.

c.~- Un extensor constituido de manera que=—-
vernita obtener capas de espesor uniforme.

d.- Cémara de desarrollo provista de una ta-
pa.

P UnASOporte generalﬁente netdlico parg~—-—
guardar las vlacas una vez realizads la extensién.

f.~ Una serie de nmicropipetas graduadss.

g.— Un pulverizador o spray.

Preparacién de la capa fina : Colocar la placa de a

luminio de soporte en una superficie plsna y disponer——-—
las placas de cristal,limpiadas con mezecla crémica, de-—-—
forﬁa que se ajusten estrechamente en un orden ascendente
de grosor, de forma que las placas mds finas queden en--

el extremo A y las més gruesas en el extremo B, (Fig.-5)
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Probar le unifcormided de la superficzie moviendo el--
espaciador vacio hasta el final de la placa base desde B-
hacia 4, cuando este moviniento del espaciador se comnle-
ta ein cobstrucciocnes, entoncest es que se ha optenido Lna-
suverficie suficientemente »lana.

o)

Prevarar el adsorbente, ¥ trabejar la nezgela hasta—-

| L Yo

la desaparicidn tovol de lss burtujss dvrasnte un tizn-o——
méximo de dos mimutos. Porer el esraciador en la dltinag——~
rlaca en el extremo B y llenarloc con pasta.

Para conseguir una cara uniforme del adsorbente, no-
ver el espaciador a una velocidad igual sobhre todo el lar
go de lz superficie de cristal en estrecho coatacto, La--
direccidn del novimiento del espaciador es de B haciz A,-
Invertir un tiempo aproximado de un ninuto en hacer la ex
tensién.

Esperar aproximadamente 5 minmutos para que lz capa--
se fije. Quitar las placas con cuidndo (manipular siempre
las placas cogiéndolas por los bordes sin tcear la capa—-
de adsorbente), secarlas ¥ sctivarlas calentdndolss en la
estufa a 1102C durante nedia hora. Transcurrido este————
tiempo sacarlas de la estufa y guardarlas en el desecador

hasta el momento de su utilizacidn,
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Desarrollo : En unz cdmara cromatogrédfica, previa--

saturacién con el liquido de desarrollo adecuzdo, COLO=—
car las rnlacas verticalmente de modo que el extremo en—-
el cual se ha aplicado lz muestyz quede en la nerie infe

rior, Ia muestra no debe quedar sunergida. Cerrar hermé-

ticamente la cubeta,

0]

Dejar que el licuido ds deszrrollo vaya subiendo en

el

el material adsorbente, hasta el extremo,

Sacar las placas, ¥ secarlas con una corriente de--
aire caliente.

Si fuese -necesario vendria a continuacidén el revela
do. |

lodernamente,no Se preparan les placas, sino que se
compran hechas con lo que se ha sustituido el vidrio por
un soporte metdlico, teniendo la ventaja de ser recorte-—

ble,




4,2,1,-APLICACION AL ANATLISIS DE VITANINA D CON FRESZH——
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La cromateografias en capa fina es un valioso aporte-
al andlisis de la vitamina D, puesio que permite el ais-
lamiento y recuperacibn cuantitativa de ella.

Janecke y lars-Goebels, fueron 1los primeros investi

gadores sobre cromatografia en capa fina de vitaminz D,-

utilizando silieagel como soporte y hexanc, hexano-acetz

to de etilo (90/10) ¥y cloroformo como eluyente. (35)

Pouchon y cols, realizaron un estudio cromatogrifi-
co sobre silicagel y alumira de vitamina D y compuestos—
relacionados. (36)

mermet—Bouvir,:logra la separacién sobre cromatogra
fia en capa fina de alUmina de la vitamina D y de sug=--
isbneros formados'durante el proceso de irradiacién ul--
travioleta. (37)

Por este método tanto en alﬁmina como en silicagel—
se separan perfectamente los productos de degradecién de
la vitamina y l2 vitamina propiamente dicha siendo por—-

ello esta técnica la elegida para la realizacién de estu




dios de estabilidad , siempre que se tomen ciertas pre
cauciones: -~ La pregencia notable de vitamins A-alcohcl-
ruede interferir en el aislamiento de la vitamina D, En-
contrapartida log esteres de lz vitamina A pueden sena-—-—

rarse de la vitanina D por¥ cromatografil

w

en cana fing———
siempre que las provorcicnes se mantenzan dentro de los-
1imites normalmente utilizados en los prepesrados farma--
céuticos, (38)

- Evitar intervalos prolongados de tiempo en-
los que la vitamina se encuentre en estado seco sobre la
cepa fina, ya que la superficie que ocupa en este estado
es muy grande, quedando la molécula de la vitam%na libre
mente expuesta a la accidn del oxigeno del aire, luz y=--—
temperatura. IEn estas condiciocnes y en funcidn del tiempo,
la vitamina puede dar lugar a productos de degradacidbn.-
Por 1o que es aconsejable guardar los cromatofolios ya—a
desarrollados en el interior de la cémara sin contactar-
con el liquido del fondo. Para el andlisis cuantitetivo-
lo mejor es proceder rdpidamente a la elucidén de las man
chas por medio del disolvente adecuado. |

Las téenicas mds citadas en la bibliografia cienti-
fica (39), (40), (41), (42), (43), (44), pars la valora-

cibdn de las sustancias tras la separacién cromatogridfica
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en capa fina, son las técnicas de elucibn del spot, los-—-
nétodos densitométriceos, los de tipo radiométrico rnueden-
consegulir una gran sensibilidad y exaectitud, pero al exi-
gir wroductos marcados tisnen un campo de aplicacién limi
tado.

En nuestro departamento se ha puesto a punto un'métg
do cuantitativo por medio de cromatografis en capa fina;
con posterior elucidn del stot que ha demogtrado una gran

eficacia .(45).Para obtener buenos resuvltados cuantitati-

vos se debe trabajar en condiciones idénticss en todns los

andlisig de la serie y se construye una curva de calibra-

cibn.Los dos principales prcblemas que vosee estos méto--—

dos de elucidn son: -La operacibdn de arrancar el polvo —-
inpregnado de sustancia de la placa sin que se produzcan-—
rérdidas.

-La obtencidén de una solucidén limpida
de particulas en suspénsién para su posterior lectura en—
el espectrofotonetro ya que sino podria vproducir interfe-
rencias en la lectura.

Ambas dificultades han sido superadas al utilizar -
para la cromatogrefia cromatofolios llerck que ofrecen la-
ventaja que pueden ser recortados‘sin que el polvo tenga-

que desprenderse del soporte metdlico.Una vez recortado -




se introduce en un pequefio volumen del disolvente adecua

’

do, dejédndose el tiemno necesario pars que toda la sus-=—

tancia que se encuentra en ¢l crematofolioco difunda

LY}

1a

I}_l.

solvente y seguidaemente se filtra por placa porosa al v

1o

cio, con lo que se evita la presencis de particulas en-—-
suspensidn,

El Ynico problema que puede surgir con este método-
seria que la extraccién con el disolvente no fuera comple
ta, eviténdoséfhaciendo un tanteo previo.

) En el caso de las solucionss albohélicas de vitamina
D3, hemos ap?ovechado los estudios realizados en nuestro
departamento, que ha permitido la ﬁuesta a vunto de une—
método para determinar cuantitativamente vitemina Dy en-
presencia de sus productos de degradacidn (45), por lo=-—-—

que se ha seguido en nuestro trabajo y lo descridimos a=

contimiacién con detalle.



ligterigl utilizado

90""

10.=

11.~

Cromatofolios silicagel llerck T 254 (0;25 mm)
Cromatofolios Alvmina lerek F 254 (0,25 m)
Cdmaras cromatozrdficas Desaga.

Pipetas Drumond Illicrocaps 1Qﬁl

Vitamina D3 Merck para fines bioquimicos
Etanol absoluto ilerck

Tetracloruro de Carbono Merck

Acetona Merck

Limpara Uvatbn 254 y 360 mm

Filtros de vidrio Gy para vacio

Espectrofotbémetro Perkin Elmer modelo 124




ldtodo aralitico
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21l nétodo analitico pasu por lss sigulented Tuses:

Siembra

Por medio de una vipeta Drunond microcap 10 ul, se 4

1

positan sobre el cromatofolio, a una altura de lem, varias
muestras, procurando que la cantidsd de vitamina devosita-
da sea del orden de 100 a 200 microgremos. Se hacen varias
siembras, convenientemente distanciadas, para obtener mayor
exactitud gl trabajar con valores medios.

El volumen vertido por las pipetas utilizadas es muy-
constante, pero su calibracidn ( 10/;&) es tan solo aproxi
mada, por lo que es muy conveniente trabajar con la misma-
pipeta a lo largo de un mismo trabajo, la cual si conviene
puede ser calibrada adecuadamente.

Es necesario tener presentes ciertas normas para que-
los resultados gean reproductibles; cuando el microcap lo-
cargamos no podemos evitar que las paredes externas del———
mismo queden hiémedas del mismo liquido problema y al sem—-
brar sobre la piaca puede arrastrar algo de este liguido--

ademds del volumen interior, modificando el resultado,para
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Fases de la carga del microcap y posterior depdsito de la
muestra.

1.

2.
3.
4.

Carga del microcap.
Secado de las paredes externas con celulosa absorbente.
Depdsito de la muestra 'sobre la capa fina:

Formacién de menlsco exterior alrededor del microcap
durante la deposicién de la muestra.

FIG 6,
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evitar esto se procede al lavado de la superficie externa
antes de depositar el contenido sobre la placa, para ello
tomamos unz noreilén de nepel abgorbente humedeecido con 21
disolvente y con mucho cuidado linpiemos la parte externa.
Se debe controlar gue la columna del liquido no haya des-—

cendido durante la operceidbdn. (fis. 6 )

Degarrollo

Se utiliza una cdmara cromatogrifica Desaga u otro——
similar y con el liquido de desarrollo adecuado. Para cro
matofolios de silicagel el utilizado es 0014/hcetona: 50/5.

Para los cromatofolios de Alﬁﬁina, después de probar-
con varios lfquidos de desarrollo se consiguid una bueng~-
separacidn entre la vitamina ¥y sus productos de degradg—-—
cién con la proporeién CCl,/ Acetona: 55/2.

Se intentd buscar un liquido de desarrollo para poder

utilizar placas de celulosa, habiendose ensayado:

- Cl, C/Acetona: 25/25
- C1, C/Acetona: 60/2

- C1, C/Acetona: 50/5
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Cl, C/Acetona: 55/2

C1, C/Acetona: 55/20

Benceno/metil etil cetona: T70/30
Benceno/metil etil cetona: 50/50
Cloroformo/metil etil cetona: 60/40
Cloroformo/metil etil cetona: 60/50
Cloroformo/Acetato de etilo: 80/20
Cloroformo/Acetato de etilo: 50/50
Cloroformo/Acetato de etilo: 60/40
Cloroformo/Acetato dz etilo: 90/10
Acetato de etilo/Cloroformo: 70/30
Cloroformo/Acetato de etilo: 80/20
Cloroformo/ Btil metil cetona: 20/80
Metanol: 100%

Cloroformo/Metanol: 10/90



- Benceno/Etil metil cetonz: 35/35
~ Cloroformo/Etil metil cetona: 80/20Q

Al no conseguir separar con estos liquidos de desarro

ot

1lio, la vitamina de sus productos de degradacidn, se aban-

dona la idea de trabajar con Zlzces de cslulosa,

Secado

El secado es muy importante para eliminer los restos-
del 1fquido del desarrollo que suele ser bastante voldtil,
es conveniente secar durante cinco,minutos con aire calien

te.

Revelado

Se basa en la inhibicidn de fluorsscencia mediante una
lémpara UV ya que los cromatofolios utilizados presentan—-—
un fondo fluorescente de dos longitudes de onda 254 y 360~

nm, Para este fin usamos una ldnmpara Uvatdn.
Recortado

. Se recortan una serie de cuadros equisuperficigleg——-—

que contengan los spots y otros de la misma altura sin que
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contengan spots para servir de blsnco en espectrofotone-

tria y se depositan las distintas porcionss conveniente—

criy ey e 7 5 ., P AN
WSS umicraaad il TUuLos

WL 5. —
e ensayo o centrifusza,

L

£

Blueidn
Se pueden emplear 4dos técnicas:

a.- Se introduce en ceda uno de los tu—-—
bos un volumen exactamente medido del disolvente y se———
cierran herméticamente, menteniéndolos en revoso a tempe
ratura ambiente 0 en la nevers durante el tiempo necess-~

rioc apto para que la elucidn sea completa (3 horas).

b.- Se introduce en cada tubo un volumen
aproximado de 2-3 ml de disolvente, procurando que cubra
bien los pequefios cuadros de sgilicagel, dejdndose el ===
tiempo neceszric pafa que la eluvciébn sea completa (3 ho-

ras).

Filtracidn v lectura esnectrofotométrica

Ta filtracidn se realize mediante filtros de vidrio
tipo G3. Si en la elucién se sigue la técenica a.-, se —-
filtran las diversas disoluciones las cuales se observan

directamente en el espectrofotbmetro, la VYnica precau——-—
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cibén a tener en cuenta es reglizer una suave homogeniza-
cibn de las disoluciones antes de la filtraciéan.
Si seguimos la técnica b.-, se deten filtrar los 11

quidos Ge menera andlogsa ¥ proceder s la extraceidn de—-—

H

la placa con sucesivos lavados recosiendo todos log fil-
trados en un matraz de 10 ml que se enrasa finalnente———
hasta el aforo antes de leer la absorbancia. EZste varian

te es interesante puves se realiza una verdadera extrac—--—

cibén sblido-liquido, pero se debe tener cvidzdo al trang

ferir las primeras porciones liquidszss, para evitar la-—-—
pérdids de una o varias gctas gue pueden ocasionar erro-
res; en nuestro trabajo hemos utilizado esta segunda tée

nica (fig. 7 ).

0




—ANALISIS

.
68
B
- e R

1. — Sefialar con l4piz el borde de los spots, visualizados )
por U.V., dejando un margen de seguridad. 2. — Marcar con

lépiz dreas cuadradas o rectangulares equisuperficiales que u
engloben cada spot. 3. — Recortar culdadosamente dichas ’
dreas. 4.A. — Eluir con un volumen exacto (10 ml) de. disol-

vente adecuado. 4.8. — Eluir con 2 6 3 ml de disolvente.

S.A. — Filtrar. 5.B. — Filtrar y lavar repetidas veces con

Pequefios volumenes de disolvente, los tubos y filtro. 6.8. —

Enrase final.

FIG -7 '
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5¢1.,=0BJET0 DEL ESTUDIO

— s o s

El objetivo de nuestros ensayos esg la reslizacidn--
de un estudio experimental s lg velocidad del proceso——
de degredacidén de la Vitamina DB’ cuando se encuentra de

positada sobre un sonorte de cana finz (silicagel o 2lu-

Para ello se determina la cantidad de vitamina no--—
degradada que queda sobre la placa, siguiendo la técenica
de cromatografia en capa fina cuantitativa ya expueste——
en otra parte de este trabajo, con la salvedad de haber-
dejado trenscurrir cierto tiemvo entre el depdsito de la
vitanina sobre el soporte y el desarrollo de la cromato-
grafia, En la téenica analitica precisamente se recomien
da que el desarrollo se realice inmediatamente después——
de la siembra, para evitar el proceso de degradacién.

Como se pretende relacionsr el proceso cindtico de=-
la degradacidn con las condiciones ambientales en que se
encuentra.la placa o cromatofolio, es necesario contro—-—

lar no sb8lo el tiempo transcurrido desde el momento de-——
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depositar la vitamina hasta el momento de iniciar el desg
rrollo cromatogréfico, sino también las condiciones gm——
bientales en que se encuentra la nlaca durante este inter
valo de +tiempo.

Para desstacar la influencia que determinados caracte
res ambientales pueden ftener sobre el proceso de la degra
dacibn, se ha procurado realizar enseyos simultdneos en-——
condiciones practicamente iguales excento en una caracte-—
ristica diferencial que es precissmente la que es objeto-

de estucdio.
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- IIETODOS UTITIZADOS

——— s .

[Taterial empleado:

S

Cromatofolios silicagel lerck F 254 (0,25 mm
Cromatofolios alumina llerck F 254 (0,25 mm)
Cémaras cromatogrificas Desaga

Pipetas Drumond Microcaps 10 ul.

Lémpara Uvatén 254 y 360 nm

Espectrofotbdretro Perkin Elmer modelo 124

Betits do vaolo Wsrasus gon termoregulacién (% 100)
Bomba calorimétrica capaz de resistir presibdn de
5K€/bm2

Conexiones herméticas para introducir oxfgeno en la

bomba

Depdeito de oxigeno seco a presidn con manoreductor
Filtros de vidrio poroso G3 para vacio

Matraces aforados de 10ml.

Vitamina D3 Ilerck pura para fines biogquimicos
Etanol absoluto lMerck

Tetracloruro de carbono llerck para andlisis

Acetona lMerck para andlisis
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Egpecificaciones metodoldgicas

E1l método seguido por nosotros es bastante sencillo.
Se parte de una disolucidn al 1% de Vitamine D3 DULD ==
Herck en etanol, que se siembra mediante »pipetas Drumond-
Microcaps, en la parte inferior de una serie de cromatofo
lios, La cantidad depositada normalmenie en cads spct es—
de 20 al., debiéndose efectuar dos siembras consecutivas,
con la precaucibén de no iniciar la segunda siembra antes-
de que el etanol depositado en la primers se haya evaporzs
do (no mds de 1 minuto). Sobre cada ecromatofolio a estu——
digr se hacen itres sierbras iguales de este tipo para ob-
tener en cads determinacién tres resultados analiticos in
dependientes.

Los cromatofolios con la vitemina depositada sobro——
ellos, se conseTVan:en las condiciones ambientales reque=-
ridas, y a intervalos definidos de tiempo se separa uno--
de ellos para desarrollarlo y extraer de é1l los tres spots
de vitamina inalterada segin la técnica analftica ya men-
cionada,

Cada desarrollo cromatogréfico da 1Bgar a tres resul

tados normalmente coincidentes (las discrepancias son infe
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riores al 2%), a partir de los cuales se pronedia el ve-—
lor puntual de la cantidad de vitemina inzlterada en fun
cibn del tienvo.

Dichos result=dos ge dan ya ~ ©n velorey de a0s0r-
bancia, tal como se leen en el essmectrofotbmnetro. o ten
dria ningdn interds prictico hacer cdlculos adicionzles—
para expressr los resultbtados en cantidud de vitauwina re-
manente, ya que por la ley de Lembert-Beer sabenos gue——
dichos velores ceben gor proporcionales ¥y ambos nos sir-
ven por un igual, para establecer valores comparativos.-
E1 wvalor de la absorbancia g tiempo tero nos da la nedi-
da de la cantidad de vitamina 1n101al :ente depositada.

Eg presumible, que los pardmetros que gobiernan es-—
te proceso degradatorio de la vitamina depositada sobre-
un soporte sblido de gran superficie, tengan una gran —
complejidad y por eilo no se debe esperar una reproducti
bilidad exascta de resultados cuzndo se Trepite el nmismo——
Proceso,aungue 1as.oondiciones controladas de tipo ambien
tal sean igusles,no obstante hemos podido comprobar, y—
ello tiene una gran importaencia metodolédgica, que cuando
los procesos se rezalizan simultanearmente, sobre rlacas-—--—

distintas pero procedientes del mismo lote, y sometidas-
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a las mismas condiciones embientales, se obtienen resul-
tados altamente coincidentes

Ejemrlo: Cromatofolios silicagel en contacto con el
gire y ¢cn la uuCu.f..J,C‘l”n.L & 55%C,

Tiempo (h}| O 2,75 14,15 18 19,75 | 73,75

Flaca I 0,850| 0,3%0| 0,190 | 0,165 0,15C| 0,055
Placa 1T G,080] 0,380 | G,185( C,180 0,150] 0©,04C
Placa III | 9,800( 0,360 | 0,185 | 0,155 0,150| 0,035

En cambio cuando se pretende réproducir vno de estos -
proceces en tienpo ¥y circunstvancias distinvas,es frecuenite
obtener resultados de similitud mucho menos clara.

Ejenplo:

Pleca I

Tiempo(h) 0 2,75 23,25 46,45 71,45

Absorbancia .0,895 . 0,791 0,460 0, 181 0,063

Tiempo(h) 94,70 120,7

Absorbsncia 0,043 0,033
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Placa IT

Tienvo(h) 0 2 13 19,75 51,25
Absortancia 0,905 0, 390 C, 358 0,230 2, 160
Tienpo(h) 77,25 100,25

Abesorbanciz  (,150 0,130

Cromatofolios de giliczgel en contacto con el aire y en
la oscuridsd a 35¢C.

Obsérvese que en la placa II a las 13h. se ha producido
una degradacibn menifiegtemente surerior = la de la pla

g I a las 23,25h..

Por ello consideramos imnrescindible, rars poder sg
car conclusiones vdlidas sobre el efecto de un factor—
embiental determinado, realizar procescs simultdneos ——
aue sblo difieren en el factor en estudio.

Para poner de menifiesto los efectos de la luz di-
fusa, sobre la degradzcidn, hemos situado las placas ba
jo una lémpara fluorescente de 40 VWets. a 1 m de distan
cia y comparando los resultados con otros ch’enidos si-

multaneamente manteniendo las placas al abrizo de la —-

luz,




Los efectos de la temperatura se han estudiado utili

zando la estufaz de vacio Heraeus, termoregulada con una--—
precisidbn de t190 ¥ la nevera, con la gue se hz consegui-
do temrersiturzs de 59C 1190.

Los efectos de las distintas vresiocnes de oxigeno se
hen podigo estudiar, introduciendo cortes de cromatofolio
en el interior de la bomba celorimétirics, e inyectando-—-
rosteriormente ozigeno a presidn. La bomba herméticamente
cerrada se introducia en el interior de la estufa termo--
rregulada y se comparaba la degradacién en dichos cromato
folios con la que tenia lugar ainultaneamente en otras —-
Placas situadas en dicha esiufa pero fuera de la bombz ca

lorinétrica en contacto cor el aire y a la misma tempera-

tura.
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5¢3.=nBPRESZNTACION Y TSPECIFICACION DI LOS RESULTADOS

Una vez realizsdos los desarrollos cromatogrificos-—

=

v los andlisis de la cantidad de vitamina inalterads o—-

f.'_.l

-
4

O]
?1]

3 e~ - S 1 - ;
dipneonenoe de nae zerie de valores =

svintos tiempos 3 2
puntuales de la curva A () oue expresa la disminueiédn -
de los valores de absorbancia obtenidosg en funcidn del -
tiemro.

Lo primero que cabe hacer es representar dichos pun
tos en un diagrama cartesiano‘en el que se expresan los-—-
valcres de las absorbancias frenté al tiempo. Uniendo di
chos puntos se tiene una idez aproximada del trazado de-
1la cﬁr%a de degradacién.

Existen raqonea tedricas que predisponen a esperar-

que el proceso de degradacidn en estas condiciones siga-

una cindtica de primer orden., En efecto si se supone que-

las moléculas de vitamina se encuentran uniformemente eg
parcidas y adsorbidas sobre la superficie del sovorte, se
puede congiderar que la probabilidad de alteracidn quimi
ca, afecta por un igual a todas ellas; y en estas condi-

afa

ciones, al iguwal que en una muestra radiocactiva en trans
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formacibn, se debe producir un zroceso cindtico de »primer
orden. Por otra parte no tendria demzsiado sentido tedri-
co un proceso cindtico de orden sunerior, ya que la inmo-
vilidad propia de las particulas al estado sblido no per-
mitiria una internretacidn légica del fendmeno.

Por todo ello, nosotros hemos considerado en t0d0og=-—
los casos el ajuste de los valores de las absorbancias ob
tenidas experimentalmente, al comportamiento matemdtico--—
pronio de un proceso cinético de primer orden, regido-bor

1a ecuaciébn:

en la que AO representa la absorbancia a tied
po cero v XK es el valor de la velocidad especifica de la
reaccidn. |
La ecuacidn anterior puede expresarse en forma loga-—
ritnicas

-1lnA = - 1n Ao + Kt

de la que se obtiene al considerar sus incrementos:
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A 1nA
At

Si oe cumpliessn las nrevisiones de uns é: de

L0}

primer orden los valores de X obtenidos en los intervalos
de tiempo entre cada dos determinaciones coasecutivas,de

berfan ser oracticamente iguales, dentro ds los limites-

del error experimental, pero excevic en 2lgunos cs308 ——

aislados esto no es lo que ocurre, obteniédndose valoresg-—

de XK que decrecen considerablemente desde los primeros -

intervalos estudiados hasta los dltimos, nc vudiendo en—

ning¥n modo admitirse una explicacidén basada en los errg

res de experimentacibn.

Debe por consiguientve concluirse que no es cierto—
que la vitemina se disponga en forma homcgénea sobre el-
soporte, sino que mds bien unas partes de ella, precise-
mente por su especiai situacibn sobre el misno, tienen--
mayor predisposicién a alterarse que otras.

Al margen de cualguier posible interpretacidn tedri
ca de 108 hechos, hemos ensayado con bastante éxito, de-
reconducir los datos experimentalés a la supernogicidn--
de varias cinéiicas de vnrimer orden que afecten a~distin

tas porciones de lea cantidad total de vitamina inicigl-—-




ct

mente depositada. La ecuaciln tedrica a que se lleza vor

(0]

n

esve canino es del tipos

m

2 v -,t x t
_ S J.L2 -.:&.3
.A = d&.L .i . 3] + Aog s © + ;‘_03 e B + LR ]
en l= cue la obhserbancie infecigl wvaldxis

En la mayor varte de log casos ha sido suficiente—-
considerar los dos primeros términos,de la serie, narg-—--—
obtener valores tebricos gue se aproximan rmucho a los va

lores experimentales. S8lo en un caso ha sido necesario-

£
=
o]
H
0]
0
|

recurrir a tres de dichos términos para obtener va
suficientemente pré;imos 8 los exmerimentales,
Cuando es aceptable la aproximacidn que incluye tan
sblo dos sumandos, puede considerarse formalnente que la
vitamina depositada sobre la placa se divide en dos por-
ciones: una que se degrada ranidemente y otra cue se de-~
grada néds lentamente. Llamamos en estos casos parte "ac-
tiveda" y X -a su velocidad especifica de degrsdacidn y-

a
varte "no activada" a la segunda, siendo Kna su veloci——




dad ezpecifica corresponiliente.Si llamsmogs C g la frac——

cién’ 'del total de viianmine denositzda que zgtd en For--
na "activada",el conjunto de los parsiiotros C,Ka,j_ﬂm, T-

la obsorb ancia inicigl !

4y
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le]
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I
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g
D
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=
jd
0]
]
c
o
e
5
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izs fases finsles Jel procesgo de degradacsidn, L& »avle ——
activada? estd ya practiczments desgiruida, aparecisndo—-—
el nroceso de degresdacibn de lz parte "no activada" prac-
ticamente sélo. Elo facilita la determinecidn del valor—-
de Kna por aplicacidn del método de los ninimos cuadrados,
¥y una vez conocido su valor, permite por exirapolacidn de
la ecuvacién a tiempo cero, deterninor la absorbancia ini-
cial que se puede atribuir a la parte de wvitamina "no ac-
tivada" Asng e
Las absorbancids correspondientes a la parte "acilva
da" se obtienen por diferenoia, siendo en general relati-
vanente fdcil enroximar dichos valores a un proceso cind-
tico de primer orden con velocidaod sspecifica K

L= ecuacidn tedbrica del proceso seria:



En los casos gue egta anroxinec
irrealizsble (un c=

:
say2r el nizno my

(@]

2

N el g e

wamina inicialmente dewnosita

nes en vez de dos,cada una de les

-

tica de

nental seris en estos

cinéticas de

S bt et 3,

_:_“.4._-_‘..1‘ gragn 4l

a7

primer orden.

o entre los estudiados)

s E 4
Gacavlln0 SVl 1lg

[
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=
ct
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]
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s €2 puede en

e la vi-

vile en tres porcio

I .. B[P N 1} . SR i WALy . s
depesndiduse.la ciastica experi——

casos la suverpocicidn de tres —-

Vamos a exponer con detalle en un caso concreto ,-

el tratamiento matemdtico de los datos,tal como lo he--

mos venido exponiendo,a fin de que sirva de modelo gque-

facilite la comprensibn de todos los demds casos.

Aproximaciédn
t (h) A -1lnA ~4lnA | Aot | -=DlnA’ ||teorica
Ny - AE Ca.—..o,
7 ||xa=0,098
Kna=0, 0061
0 0,890 0,116 - 1 0,890
1,121 | 17,0 | 0,065
17,0 | 0,290 4,237 | . | 0,291
0,423 | 7,0 | 0,060
24,0 | 0,190 1,660 0,218
0,306 |22,0 | 0,013
46,0 | 0,140 1,066 X 0,138
o | 0,095 2,35 el
Al 7O 832 0,460 |72,5 | 0,006 ’
163,5 | 0,060 2,813 . 0,064
% ’ ’ 0,182 [51,0 | 0,003 L
214,5 | 0,050 2,995 | 0,047

ENSAYO : 27
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Los valores ce las absorbanciss a los tiempos 46h.,
%ﬂ}Gj;S,h.,214,5h.,nos han servido para realizar la aproxi
macibn @ un proceso cindtico de primer orden,buscando la

, =
iy

optinizacidn de los navdmetros cde la recta de regresidn:

-] 7 ey i i +
1nA *ﬂAona + o F

obteniendo con ello el valor de Kﬁa ¥ por extrapolaciodn-

L. - | I
a uiampo cero el valor de Aona .

Los valores numéricos obtenidos son:

con un coeficiente de correlacibn para la regresidn de -
0,99 .
La ecuacidn del proceso de degrdacidn de la parte -

"no activada " s .

-3
Apa= Aona *©

v de ella se puede deducir las absorbancias correspondien



tiempo., Por diferencis podemos conocer, a su vez, las »ar
tes de la absorbancia experimental que dehen corresnonder

a la parte'activada®

+(h) A=teorice  Diferenciaas
0 0,174 0,716

17 0,156 0,134

24 0,150 0,040

46 0,131 0,009

91 0,099

163,5 0,064

214,5 0,047

El andlisis dellos valores numéricos de las absorbah
cias de la perte activada,permiten en la mayoria de los -
casos ,definir un proceso cindtico dg Primer orden que re
produzca en formea muy aproximada,dichos valores numéricos.
Para ello. construfmos los cocientes =-Aln* oara los —-
distintos intervalos,aceptando como buen&Jgn este caso ~=

la velocidadi especifica que se obtiene en el primer in--
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tervalo ,al 10 verse Gesmentida,por: velores muy distin-
tos,del orden de mds de dos veces su valor,em los in--
tervalos postveriores.Cuando las absorbancias de la parte
"activada'" obtenidss por diferencia son infericres a —-
0,050 sirven muy poco vara definir este valor,ya que el-
error experimental rvesa demasiado en los valores nunéri-
cos obtenidos.Cuando las absorbencias obtenidas por dife
rencia son sumeriores a 0,050 y los cocientes —A1nA cor
respondientes a los distintos intervalos no son muy dis-

crepantes,puede mejorarse la aproximacidén realizando --

una regresidn lineal de los datos obténidoes.

~Alni
t(h) A por defecto -1nA ~\1nA G
0 0,716 0,334
- ’ _ 1,679 0,098
17 0,134 2,009
| , 1,259 0,172
24 0,040 3,218
1,492 0,067

46 0,009 4,710

Queda por consiguiente la ecuacibn que proponemog=—

como aproximaciébn tebrica: 5 :
—9’8.10 t _6,1010 '{:
A= 0,716.e +  0,174.e
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Siendo el valor de C o cociente enitre la parte zctivada-

v lz totzl

de A 1nA

por considerar que tienen mucha mayor objetividad que los

v C. Estos parametros y la ecuacibn -

(%

valores de Ké, Kﬁa
que definen deben considerarse como el resultado de un -
esfuerzo simplificsdor tendente a poder tipificar el pro
ceso de degradacidn, pero nunca pueden desplazar el va—-—
10;.@9 las velocidades especificas ajarentes en cada in-
tegﬁalo, renresentadas por dichos cocientes.

También es conveniente considerar que la significa-
cién de dichas velocidades especificas ancrentes es mu——
choc mds objetivo, cuando se ha obtenido a partir de valo
res grandes de las absorbancias que cuando se basa ea va
lores muy pequefios de las miesmas, ya que en este caso el
error relativo de +ipo experimental esffgcﬁo mayor.

n/

El error relativo del cociente, ===———=, viene dado
.t

por la suma de los errores relativos del numerzdor y del

89



denoninador, ¥y si se supone despreciable el error debido
a la medide del tiempo, devende tan sblo del error con--—
oue g2 conozeca el AlrA,

Si admitimos que las absorbanciss tienen un marsen—

a.
de error abscluto de = dA, ello repercute en un error en

el valer de 1nA dedo nor
+
fama = Taaa

¥y en un error en AlnA dado por

1 1 A=
famng . = Tan (o - —) =tap (12
de manera que el error relativo de A lnA valdrd:
Yaalna Aq~
OIS —— = ¥aa 1742
AlnA A Ay 1n 4
. A
El fzctor permite comparzr los erro-
A, A, 1n A :
1 72 =~ “2
44

res relativos de las velocidades especificss anarentes,=—
obtenidas en dos intervalos distintos, suponiendo gque en

todas las determinaciones Se da el misno error absoluto-



I..J

en la medida de las absorbanciss.
Asi por ejemrlo, en la degradscidbn anies considsrads,

eSSt S 35 S R A SN g iy S S ———

1

e I
1o veleccicded 2gpecifies gpersate entre 2 ¢ 17 korszs v=le-

0,067 b~ y entre 163,5 y 215,5 horas vale 0,003 h

Bl fzector de comoaracidn antes mencionado vale en ca-

da. geool
0,6
12caso = 2,00
0,258.. 1,121
0,010
2%caso = ==e— = 15,062

0,482 . 0,003

siendo su relacidn 7,50 lo que quiere decir cque €l error——
relativo en las Ultimas fases de la degredscibdn es 7,5 ve-
cec mayor que en la fase inicial.

Si se tiene en cueanta gue 1los errorcs 2bsolutos de —=-
las absorbancias aun enu n cuando egtas disminuyen por deba
"jo de 0,2, se comprende que las estinaciones de las veloci
dades especificas aparentes en las Ultimes fases de la de=-
gradacidén, estdn sujetas a un margen de error mucho mayor,
v por ello es indisvensable efectuar una regresidén a par—-—
tir de varios datos varzs estimar 21 valor de la velocidad-

specifica de la parte congiderada como "no =zctivada", Las
discrepancies no nuy grandes que aparezcan en los Gistin--
tos intervalos de la fase final de la degradacién,no, tie-

nen en reslided apenas significacidn.
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5e4,~CASCS ZSTUDIATCS

5 ¢4+ 1,~LIFLUENC

IFJ_ :D.: IJ___ IJUZ

insaycs

sayo 1:

Ensayo 2:

Ensayo 33

=

i
cIa

ctuadog:

Placa de sgilicagel
Temperatura: 222C (¥1¢C)
Ogcuridad

Contzcto con el aire

Placa de silicagel
Temparatura: 229C (1eC)
Tuz difusa

Contacto con el aire

Placa de gilicagel
Tenmperatura: 302C (E1¢9C)
Iuz difusa

Contecto con el aire
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Ensayo 4: ~ Placa de silicagel
- Temperatura: 302C (¥1°C)
- QCeeuridnd

- Contacto con el aire

Inzeyo 5t ~ Dlaca de silicege
-~ Temperaturs ambiente
~ Tuz difusa

- Contacto con el aire

Ensayo 6: — Placa de silicagel
- Temperatura: GOQCICt1QC)
- Luz difusa

- Contacto con el zire

Ensayo T: - Placa de silicagel
- Temperatura: 602C (1C)
-~ Oscuridad _

= Contacto con el zire

Henos realizado ensayos de degradacibn simultineos

en varalelo de »lacas iluminadas con luz fluorescente y
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placas nantenidas al abrigo de la luz a las temvera

<
J
l '}
I
0

de 22¢C,302C,608C hzabiendo covtenido los resulitados cu

[0

1 en lag tehlas corresnondientes,

W—
se rerled

19

s

N

1

De cada uwno de estos ensaycs se nsce una renresgenis
7 —

cidén gréfica en la que se ve de forma mds intuitive el -

trazado de la curva de desradaciodon ¥ el trazado de log—-
procesos tedbricos de orden uno, cuya superposicién repro

ducen aproximadamente la degradacidn.

En el ensayo 5 realizado dejando la placa bzjo la—-
aceién de la luz fluorescente, se ha obienido una degra-
dacibén que puede considerarse de primer orden, es decir,
que puede expresarse aproximadameﬁte utilizando un sdélo-
término de la serie en la ecuacién tedrica general consi
derada; pero este resultado no 1o hemos podido renrodu-—-—
cir posteriormente.

En general consgideramos que a través de estos ensa-
vos queda demostrado que la iluminacién por luz fluores-
cente acelera grandemente €l proceso de degradacidn cuan
do las placas se encuentran a temperaturs ambiente (25--

30¢eC), pero su influencia deja de apreciarse a 60°C,
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Aproxim=cibn
teorica
s (BY] A -1z —-4iok at | =Alad Ca=0, 40
—at 1| £2=0,114
| Kn=2=0,008
o 0,950| 0,051 ¢,950
0,691 |18,48| 0,037
18,48 | 0,475| 0,742 - 0,475
0,271 |24,00| 0,011
42,48 | 0,363 1,013 0, 347
0,224 |23,04| 0,009
65,52 | 0,290| 1,237 0,284
0,318 [25,68] 0,012 -
91,20 | 0,211} 1,555 0,229
0,698 |96,20| ¢,007
487,40 | 0,105| 2,253 R 0,102

Tabla correspondiente

al ensayo :

"
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i Aproximacidn
' Tecrica
A -1l1d ~AlTA At A Ca=0,52

. L AT Ta=0,25%
Ene=0,045

cl
C e Y
[
=
p

O
@]
a
)
'Sl
_)
(&
s
98
Ui
-
C
a

1,652 | 19,2d 0,085
19,20 {0,182 {1,703 0,188
0,985 | 24,24 0,040
43,44 0,068 | 2,688 0,063
1,775 | 23,7¢ 0,049
67,26 |0,0241 | 0,021

Tabla correspondiente al ensayo : 2
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Aproximzcidan

£ e
c2011ce

t (n) A =1lni =AlnA | AT -er,% Ca=0,232
Xna=0,0064
0 0,670 0,400 ' c, 870
- 0,238 | 2,16 C,110
2,16 | 0,528| 0,638 : - 0,528
! - : 0,260 | 1,84 0,141 -
4,60 | 0,407/ 0,898 0,443
: : 0,1c7 | 1,66] 0,064
5,66 | 0,365] %,005 : : 0,357
- ' ' ' 0,840 {11,00| 0,076 .
16,66 | 0,158| 1,845 =" ' 0,176
: : - 0,292 | 7,42} 0,045 ‘
24,08 | 0,118| 2,137 | 0, 110

Tabla correspondiente

al ensayo : 3
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Aproximacién

t (h)| A -1lnd -AlnA | A §§2§TEEQ
Eaa=0, 068
0 0;670 0,400 0,870
' | 0,119 | 2,75/ 0,043
2,75 (0,595 | C,519 ‘ | _ 0,595
0,060 | 1,53]0,023 |
4;28 0;560 0,579 . _ 0,572
0;186 22,72{ 0,008
27,00 0,465 | 0,765 0,463
Tabla correspondienté al ensayo : 4
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Aprozimacidn

t (h)| & -1nA ~AlnA | At —_n_%é__ ghiois
K=0,053
Q 1,200 |-0,587 : " 1,300
: Q, 681 13 ¢,052
13 0,910 | 0,084 : ] 0,895
- ? 0,€73 11 0,061
24 0,462 0,772 : - 05497
* ' 0, 697 11 0,083
35 0,230 | 1,469 g 0,275
’ ‘ 0,651 13 0,050
48 Q; 1201 2,120 g ‘ 0, 137
: 0,470 13 0,036
61 0,075 1 2,590 0,069
Tabla correspondients al enseyo : 5
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Aproximacibn
t (h)] A |-1n A -MnA | At | -AlnA' || teorica
AT Ca=C, 65
a=0,5870
ne=0,041
0 0,836 0,1791| " 0,835
0,8397 | 2,75 0,305
2,75 (0,361 1,0188 0,351
_ 1,1884 | 19,75 0,059
22,55 10,110 | 2,2072 0,108
00,7885 | 19,00 0,041
41,50 |0,050 | 259957 | 0,049
Tabla correspondien%e al ensayo : 6
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Aprozinscidn

i a
c20T"1ca

t (h)] A |1nA |-AlnA | At | -alni ||Ca=0,72
' _ A% || ba=0,455
¥ne==0,092
0 0,836 0,1791 0,836
0,5140] 1,29 0,4112
1,25 |0,500| 0,6931 i 0,541
0,1863 0,75 00,2440
2,CC 10,415 | C,87%4 0,428
0,3935 1,5 0,2623
3,50 |0,280]| 1,2729 0,282
1,3171 8,54 0,1549
12,00 [0,075| 2,590 0,075
0,2230| 2,49 0,0920
14,42 |0,060| 2,813 0,059

Tabla correcpondiente al ensayo: 7
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N,

5e64¢2.=II7T0ENCTIA D2 LA TEMPERATURA

Enszyo 4:

Ensayo T:

Ensayo 8:

Placa de silicasel
Temperntura: 229C (¥1eC)
Oscuridad

Contscto con el aire

Placa de silicagel
Temperatura: 30°C. (:£12C)
Oscuridad

Contacto con el aire

Placa de silicagel
Temperatura: 602C (£12C)
Oscuridad

Contacto con el aire

Placa de silicagei
Temperatura: 5°C (¥1¢C)
Oscuridad

Contacto con el aire
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Ensayo 9:

Ensgyol0:

n ‘}5
n 16

Plzce de silicagel
Temperatura: 259C (12C)
Cscuridaed

Contacto con el sire

,
o,

e gilicamal

Plaoe
Temperaturas 220C (¥1e¢)
Oscuridad

Contacto con el aire

Placa de silicagel
Temperatura: 259C (t1e¢)
Oscuridad

Contacto con el aire

Placa de gilicagel
Temperatura: 55°C (¥12C)
Oscuridad

Contacto con el aire
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Ensayol17: - Placs de gilicagel

" 19 « Temperatura: 359C (L1¢C)

1

" 20 = Cgeurida

(]
(]

!
Q

ontacso con el gires

Se han efectuado ensayos de degradscidn en placas de
silicagel = distintas temperaturas: 5¢C, 2200, 2592C, 309G,
352C, 552C y 60eC.

Los ensayos 8 y 9 han sido efectuados simultdneamen-
te.

Aprecidndose que la mayor temperatura =fecta a las -
velocidades tanto de la parte activada como de la no acti
vada, pero sobre todo el valor del coeficiente de activa-
cién C,

En el ensayo 11, efectuado 2 259C ha sido pesible ——-—
aproximar la degradacidna un proceso de vprimer orden, sin
que ello pueda generalizarse y debiéndose notar que la de
gradacién se ha interrumpido a los 4,22 dias, no habiéndg
se llegado a las Ultimas fases del proceso, habiendo la=——
sogpecha que no se hubiese podido'mantener esta eproxima-
cibén si se hubiese llegado a2l finsl.

En general puede destacarse la influencia de la ten-
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peratura sobre las velocidades especificss y sobre 21 coe
ficicente de activacibdn y reiterar el hecho de que ensaycs

Ace en condiciocnzs -ndlogas presen-

m

no sirmmltdneons efeatn

tan notables diferenciss aunque mantienen cierte analogia

m



Aproximacibn
teorica
t(Qiaz) A ~lah | -Oret & [=4ni | Za=C,12
AT Ha=0,020
Kna=0,0007
G 0,945 10,056 0,545
0,250 7 04030
7 0,73010,314 0,723
0,119 7 0,017
14 0,648|C,433 0,646
0,137 | 7 0,019
21 0,565 [0,57C ' 0,570
0,685 | 24 0,028
45 0,285 1,255 0,370
0,017 8 0,002
53 0,280 |1,272 ' 0,320
Tabla correspondients al ensayo : O _

1n2




Aproxingcibn
teorica

t(di=e}l A -InA -Alnd | At {-pAlnd Cn=0,470
A% e=0,015
¥na=0, 002
0 10,945 | 0,056 0,945
C,329 2 | 0,178
2 10,660 | C,415 ) 0,660
0,262 3 | 0,087
5 10,508 | 0,677 0,450
0,494 4 1 0,123 _
g9 10,310 | 1,171 0,328
0,725 13 0,055
22 0,160 | 1,897 0, 154
0,265 6 | 0,044
28 lo,115 | 2,182 0,121

Tabla correspondiente al enzayo : 9
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Aproximacidn

teoricy

t(dias) A -~1nA =-NlnA AT ~NInA Ca=0, 64

] At Ka=0,0561

na=0,009

G 1,820 0,598 14820
10,7473 1,00 0,704

1,00 {0,900 0,105 0,900
0,216 1,27 0,170

2,27 |0,725| 0,321 0,725
0,249 1,65 0,1%1

3,92 |0,565| 0,570 0,580

9,41 (0,525 | 0,644 0,520
0,110 6,54 0,016

15,25 |0,470| 0,755 0,444
0,309 8,00 0,038

24,25 10,345 1,064 0,369

Tabla correspondiente

al ensayo :

15
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Aprozimacibn

t (n)| 4 |-lna |-Alma | pt | -aima || teoTice
A% Hxo0,015
ol 0,910 1 0,0943| . 0,310
‘ ' 0,7266| 48,00 0,015
48,00 10,440 0,8209| ' _ 0,443
| 0,5185(45,3€ 0,011
93;36 |0,262 | 1,3394 | | 0,224
0,1302 7,92 0,016
101;28 0;230 1,4696 | | 0,199

Tabla correspondiente

al ensayo

1
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Aproximacibn

, teorica

t.(n)] A ~-1nA -AlnA | of |-4An Ca=0,78

A% || za=0,478

Xna=0,015

0 0,893 | 0,113 : - : 0,593
: : : 0,873 | 2,75]0,317 x

2,751,373 10,926 | ° | ' C, 273
: - 0,696 |11,40]¢C,051 :

14,15 |0, 186 | 1,682 : ) ' 0,154
- - 0,120 | 1,85| 0,054 -

16,000,165 | 1,802 : ' 0,152

: | 0,031 | 2,00[0,015
18,000,160 |. 1,833 : - - 0,148
* - -~ |o,044 | 1,750,025

19,75 0,153 1,877 £ ) ’ ‘ 0,14—4—
* ! ! : 0,476 33,00} 0,014 ’

52,750,095 | 2,353 4 : ? 0,087
: ' : 0,460 |21,00| 0,021 -

73,75 |0,060 | 2,813 0,064

Tabla correspondiente al enczayo : 14
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Aproximacién
: teorica
t (h)] 4 -lnA |-AlnA L5 | =plnd Ca=0,72
! Ke=0,121
Kn==0,0066
0 0,205 | 0,099 i 0,905
0,272 2,00] 0,136
2,0010,6%0] 0,370 0,760
0,623 | 11,00] 0,086
13,00(0,368 | 0,994 0,366
0,278 6,75} 0,041
19,750,280 1,272 0,280
0,442 | 31,501 0,014
51,2510,180 | 1,714 0,179 |
0,183 | 25,00 0,CO7
77,2510,150 | 1,897 0, 151
0,149 | 23,00 0,006 |
100,2510,130 | 2,040 0,130 f

Tebls correspondientec gl enszyo

Q
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5e463.~IITTLUENCIA DEL SOTORTE:

Ensayos efectuados:

Ensayo 12:

Ensayo 13:

En

S

Placa de siliceagel
Temperatura: 552C (£12C)
Oscuridad

Contzcto con el aire

Plzca de alémina
Temperatura: 55¢C (E1¢eC)
Oscuridad

Contacto con el aire

Plgee de gilicegel
Temperatura: 35¢C (X1eQ)
Oscurided

Contacto con el sire

Placa de alimina
Temperatura: 35¢C F1e¢)
Oscuridad

Contzcto con el aire
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Ilos hemos proruesto estudiar el efecto de los siguien
tes soportes: celulosa, alumina y silicagel, de los que se
ovveden adqouirir cromatofolios de la casa llerck,

| En el apartado relacionado con la técnica eromatogréd-
fica empleada hemos exnueuto la dificultad de rezlizar de-
sarrollo cromatografico en soporte de celulosa, dificultad
gue no hemos logrado superzsr ¥y por ello hemos limitado ===
nuestro estudio a les cromestofolios de aldmina ¥ silicagel.

Hemos tenido cue nmodificar el liguido de desarrollo——
normalmente empleado en lag places de silicagel para conég
guir un buen desarrollo cromatogréfico utilizando placag—-—
de glunmina y hemos podido conprober mediante estudios es——
vectrofotométricos la equivaléncia de lzs distintas man——-
ches tanto de la vitamina ¥y el precaleifercl como de 1loS=—-—
diversos »roiuvetos G2 desradacidn,

.‘

A travée de estos estudios se hz nodido couprokar oue
el aspecto cuslitativo de le dezrsdzcidn es andlogo, ya —-—
cue los preductos de desreizcidn son los mismos.

titativo hemos realizado enscyos gi

—

=
2
[0
}-.J
0
w
i
(0]
(4]
ck
o]
Q
:'.-J
L]
i3

maltdnecs vtilizanéo placas de silics

i
s

sel y =ltnina habién-

dose obterido ciertes diferenciczs 2 352C ¥ uans gran coinci
d=neig 2 55¢C, Les diferencics = 35°C ge —wedlen resuiir en
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un neyor coeficiente de =zctivacilén vara el silicegel com—

]

vensado en cierts msnera DO una nenor velocidzd especif;

cas habiendo coincidencia, en cembio, en la velocicad es-—

necifica de la2 wparte no sciivada,
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Aproximacién
teorica
t (h)] A | -lnA {|-AlnA | At | -4AlnA || Ca=0,74
G Ra=0,418.
KI].':=O,014
0 0,835 0,180 | . 0,835
0,631 2,33 0,270
2,33 | 0,444} 0,011 0,444
N _ 0,931 | 20,97 0,044
23,30 [0, 175 15742 - 0,157
0,560 | 25,0Q 0,022
48,25 (0,100]| 2,302 0,110
0,386 | 24,04 0,016
72,25 |0,068| 2,668 ‘ 0,079
0,582 | 52,79 0,011
125,00 |0,038| 3,270 0,037

Tablzs correcpondiente =l ensayo:’l
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Aproximacibn
teorica

_ Ca=0,75

t (h)| A -1lnA | -dlnA | At | -AlnA || Xa=0,398

] A En=s=0,014

0 0,835| 0,180 | - - . 0,835

: | - 0,629 | 2,33| 0,269 '
2,33 | 0,445| 0,809 - 0,445

- : ; 1,055 |20,97| 0,050 :
.23,30|0,155| 1,864 | - - ! 0,145

' - : 0,438 |[24,95| 0,017 :
48,25 | 0,100| 2,302 | - ! 0,102

B : 0,431 |24,00| 0,017 -
72,25 | 0,065| 2,733 | - ' : 0,073

- : : 0,541 (52,75] 0,011 ,
125,00 | 0,036| 3,324 0,035

Tabla correspondiente al ensayo : 13
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Aproxicacidbn
t (h) L 1lnd Al 1 geogi%%
/ = =lni -Alnd AT | =-pind a=0,03
1 D—_ﬂ‘f‘ Ka2=0,051
Ilne=0,013
o 0,895 0,110 _ ) 0,8¢5
0,124 | 2,75 0,045
2,75| 0,791 0,234 0,791
0,542 20,50, 0,026
23,251 0,450 C,776 0,240
c,89C |25,20, 0,035
48,45 0,188 1,666 0,144
1,098 |23,C0| ©,C47
71,45 0,063 2,764 0,058
0,382 [23,25] 0,016
94,70| 0,043 3,146 c,043
0,265 |26,00] 0,010
120,70 C,0331 3,411 C, 032
Tonls corrasahondiente gl excarye ¢ 17
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Avroximescién
teorice
t (h)] A ~lnA | -d1nA| At | -Aina || C2=0,21
|| T2=0, 060
¥ne=0,013
0 0,8¢5| 0,110 0,825
0,225 | 2,79 0,081
2,75 |0,715| 0,335 0,715
0,380 | 20,54 0,018
23,25 |0,489| C,715 | 0,520
_ 0,265 | 25,2d 0,010
48,45 10,375 0,880 C, 375
0,223 | 23,00 (,0C9
71,45 |0,300| 1,203 | 0,278
| 0,381 | 23,25 0,016
94,70 |0,205 | 1,584 0,205
0,418 | 26,00 0,016
120,70 . |0, 135 | 2,002 0, 146
Tatle vk 6
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Ded o4 =1IZTURTC

I4 DE L4 PRESION DE OXIGENO

Ensayos ef

Ensayo 15

Ensayo 16:

ectuados:

- Placa de silicagel
- Temperatura: 55°C (X¥19C)
- QOscuridad

- Contacto con el aire

- Placa de silicagel
- Temperatura: 55¢C (¥12C)
~ QOgeurided

- Conlacto con el gire

- Floce de silicogel
-~ Temnerztura: 55¢C (¥1cC)
- Cscurided

5 5 2
- Yresibn oxigenoc: Skg/cm

- Placa de sgilicegel
- Domperatura: 359C (£1¢0)

B
- Cococuridad

- Contzcto cen el 2ire
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Ensayo

20

22

Placz de silicsgel

Oscuridead

Piges de silicagel
Penperatura: 553C (¥1¢e0)

O-—u—u-—-q.— o R

I e e e e ke
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- .
Insayo 24:

Eassyo 27:

Plece silicagel
Temperatura: 20¢C (X1¢C)
Oscuridad

Vacio

Tenperaturas 55°C (£120)

2

Pleca de =21linm

]._l
)

1

Teuperaturas 55¢C (k1eC)

Oscuridgd
)

. 2
Presidn oxizeno: 2kg/em
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Ensayo 28:

__4_‘9.:,".70 31 A

Basayo 32

Plzea de slidmins
Temperatura: 552C (¥120)
Oscuridad

Contacto con el aireée

Placs de 2ltnmins
Temperzturas 352C (¥12C)
Oscuridad

Presibn oxizeno: 2kg/cm2

Placa de aldmine
Temperatura: 352C (¥£1eC)
Oscuridad

Conteecto coh el gire

Plzez de glumine
Temperaturss 359C (£12C)
Osecuridad

Contzcto con el zire

Pleca de 2ltvmins
Temperatura: 352C (X1e0)
Oscuridsd

. o
Pregibn oxizeno: Skg/em”
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El estudio del efecto de la presibn de oxigeno es de
gran interés ya que a través de los estudios reglizados—-—
en nuesgtre dewnertamento (33), saberos cue la ausencia de-
aire (atmébsfera de nitrégeno), paraliza la degradacibn y-
cue le mayor presibn de oxigeno no influye de forms clarg
mente proporcional sobre la vlocidad de degrzdscidbn cuan—
do la vitamina se encuenﬁra en soluci_dbn alcohdblica,

A través de una serie de ensayos de tanteo se ha po-
dido poner de manifiesto que en atmbsfera de nitrbgeno el
proceso degradatorio queda limitedo a la isomerizacidn —-

térmica

Calciferol === Precalciferol

ve vrosresa hasta z2lcanzar el equilibrio siemnre muyv des
& = - T —

Hemos intentado coamprobar que en gusencia de zire el
proceso se paraliza, sustituyendo la aimbésfera de nitrbge
no por el vacio, empleando la estufa de voeio Heracus (en
sayo 24), habiéndose producido en los primeros intentos—-
un inicio de degradacibn que se explicaba por dificulta—

des tdéenicas de obtencidén del vacio, logrédndose un nivel-

de contenido en vitamina, sin ulterior slterscidn s lo———

136



temveratura de 202C durante diez dias, lo que confirmo—-—
que la presencia de oxigeno es esencizl para el proceso-
de degradacidn.

A través de unz serie de ensayos simulidneos reali-
zados a 352 y 552C en soportes de alimina 7 silicagel——
se ha podido estudiar el efecto de la presidn de oxigeno
sobre la degradacidn. |

El ensayo 22 realizado a 352C en soporte de silics-
gel bajo la presibn de 5kg/bm2 de oxigeno se¢ ha efectua-
do simulténeamente con el ensayo 19 bajo la accidn direg
ta del aire. En el ensayo 22, se ha tenido cue conside——
rar tres términos que afecta tres porciones de la vitami
na depogitada para obtener una ecuacibn tebrica que re—-
vroduzca leoe resuliedos experinentzles, la parte més sc-
tivadz que afecta gl 51% de la vitamina total depositada,
vresenta unz velocidad especifice unas catorce veces su-
perior cue la qﬁe corresponde sl ensayo simultdneo sin—-
»resién de oxigeno,

Los ensayocs 20 y 21 reslizados también simulténeamen
te a 352C sobre soporte de silicagel y con el caracter—-
diferencial de la pregidn de 2kg/bm2 de oxigeno (ensayo-

21) presente en dicho ensszyo una vsleocicdad especifica de
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la perte activada unas tres veces superior y un aumento-
notable del coeficiente de activacibén 0,36 en el ensayo-
20 y 0,66 en el ensayo 21,

Los ensayos 16 y 16 bis realizados simulténeamente-
sobre placas de silicagel y a 552C y con el caracter di-
ferencial de la presibn de 5kg/bm2 de oxigeno el ensayo=-
16 bis, precsentan un coeficienﬁe de activacidn parecido,
pero la velocidad especifica de la parte activada que —-
afecta al 78% del total depositzdo, tiene una velocidad-
especifice unas diez veces superior.

También en los ensayos 15 y 23 realizados simultéd——
neamente a 55¢C sobre soporte_de silicazel pero con lo=-
precibn de Zkg/me de oxigeno en el ensayo 23, Presentan
un coeficiente de activacidbn parecido pero una velccidad
ecpecifica de la parte activada notablemente superior en
el ensayo 23.

Sobre placas de alumina se hzn repetido los mismos-—
ensayvos de tipo simulténeo a 359C y 55¢C y conpresiones-
de 5y 2kg/bm2 de oxigeno, hzbiéndose observado en gene-—
ral que sobre este soporte el efecto de la presibn de o-
swigeno es rucho menos importaﬁte.

A 55¢C y para el caracter diferenciasl de Skg/bmz de
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xizeno (ensayos 25 y 26) se obtiene un coeficiente de ac
tivacidn ligeramente superior y unas velocidades especifi
cas précticamente iguales.

Cuando a la misma temperatura de 552C se ensaya un——
carscter diferencisl de 2kg/cm2 de presibn de oxigeno (en
sayos 27 v 28) los resultados son practicamente iguales,-
éinﬂo la Unica diferenciz apreciagble que bajo la presidbdn-
de oxigeno la parte activada afecta a un 80% mientras que
en presencic de ‘aire afecta sblo a un T0%.

Los ensayos efectuados 2 359C y en soporte de aldmi-
na presenten tembién diferencias poro notables. En los en
sayos 31 ¥y 32 con el caracter diferencial de Skg/bmz de =

precibén de oxigeno, se obtiene un coeficiente de activa—-

-

cién alzo superior (0,49 y 0,75) v una velocidsd espsecif

I

ca ce la parie sctivada algo superior min que llesue a @

blar valor que corresponde al enszyo efectuado con el szire,

En los ensayos 29 y 30, efectuados tanbién =z la tem—-
peratura de 35¢C con el aracter dilerencizal de Ekg/bmz de
nresidn de oxigeno se obtiene un coeficiente de activa ——
cibén de un velor doble y unas velocidades especificas po-

co diferentes.
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Aproximscidn
teorica
t (h) | A -lnA |=-BlnA At | -8lnA || C2=0,75
: T Ka=0, 399
Ena=0,014
0 0,895 | 0,111 0,895
0,768 | 3,00 | 0,256
3,00 |[0,415| 0,879 0,415
0,063 | 2,00 | 0,031
5,00 10,320 C,G42 . 0,294
1,331 §6,75 |- 0,028
51,75 10,103 | 2,273 0,104
0,540 B6,24 | 0,014
87,29 |0,060| 2,813 0,053
0,793 9,00 | 0,016
136,99 |0,030( 3,506 0,031
Table corregpondiente al ensayo : 15
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Aproximacidbn
) teori%a
t (h A ~1lni | -Alna Javy -AlnA || Ce=0,063
AT || Xa=0,534
Inz2=0,020
0 0,89510, 111 0,895
0,35¢| 1,09 0,35¢
1,00 | 0,620|0,470 0, 646
0,446 2,00 0,223
3,00 |0,4C0]0,916 0,427
0,133 2,0¢ 0,065
5,00 |0,350(1,049 0,341
1,417 | 46,79 0,030
51,75 | 0,085|2,485 0,119
. 0,347 | 36,24 0,008
87,99 |0,060(2,813 0,057
1,099 | 49,00 0,022
136,99 |0,020(3,912 0,021
Teble cozregpondiente gl ensayo ¢ 23
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Aproximacidn

' teorica
t (h)] A -1nA | -AlnA | At | -41na Ca=0,86
Xa=0,116
¥na2=0,0115
0 0,880 0,127 : : - 0,880
' - 0,201 | 2,09 0,1005
2,0 |(0,720] 0,382 i : - 0,720
: ' - 0,216 | 2,00 0,1080 ,
4,0 10,580| 0,544 , - 0,594
| 1,288 | 21,25 0,0606 :
25,5 10,160 | 1,832 - - 0,130
: : 0,693 | 23,00 C,0301 '
48,5 |0,0801| 2,525 | - ' : Cc, 079
: : 0,288 |25,0q 0,0115 -
73,5 |0,060| 2,813 0,060

Tabla correspondiente al enseyo : 16
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Aproximecidbn
t (h)] A -1lnd |-AlnA | At | -alna® || teorica

, PANE? Ca=0,78

i Ka=1,016

* na=0,034

0 0,880 0,127 0,880

1,182 | 2,00 0,591

2,00 |0,270} 1,309 0,270
‘ ’ 0, 351 2,00] 0,175 '

4300 |o,190]| 1,660 - - - 0,179
: - 0,865 |21,25]| 0,040 '

25,50 |0,080]| 2,525 ! ’ : 0,081
, 0,827 |23,00] 0,035 :

48,50 0,035 3,352 : - e 0,037
- - 0,847 |25,00{ 0,033 '

73,50 |0,015 | 4,199 | 0,015

Tablz correspondients al emsayo : 716 bis
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Aprezimacidn
t (R) | A |-1nA |-Alnt | At |-Alnd || teorice
A Ca=0, 36
K2=0, 119
na=0,007
0 0,880|0, 127 0, €80
0,059 | 1,25| 0,047
1,25 | 0,830|0,186 0,830
0,370 [22,75| 0,016
24,00 | 0,573({ 0,556 0,490
0,451 |20,00| 0,022
44,00 | 0,365| 1,007 0,408
0,454 |96,00| 0,004
140,00 | 0,232| 1,461 0,208
0,253 |26,00| 0,009
166,00 | 0,180 1,714 0,173

Tghle correspondiente zl ensayo : 20
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I Aproximacidn
teorice
Ca=0, 65
t (h)] A -lnd |-AlnA | A&t | -alnd Ka=0, 353
At || 1n==b;006
0 0,880 | C,127 0,880
0,261 1,29 0,208
‘1,25 10,678 | 0,388 0,678
0,815 | 18,5Q 0,044
19,75 0,300 1,203 0,286
0,052 | 4,25 0,012
24,00 |0,285 | 1,255 0,279
0,259 120,04 0,012
44,00 [C,220| 1,514 0,248
0,506 |96,C{ 0,006
140,00 10,120 | 2,120 0,139
0,042 |26,04 0,001
166,00 |0,115 | 2,162 0,119
Tabla corresnondiente a2l ensayo : 21
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Aproxinacibn )
teorica.
t ()] A |-lnt |-plna | at | -Alna |P=0,578/0, MT/CO
ot || 221,721 :
|| E5=0; 062
E$=0, 005
0 0,905 | 0,099 _ 0,205
0,804 2,00 ©,208
2,00 |0,405 | 0,903 0,405
0,081 | 11,09 0,044
13,00 (0,205 | 1,584 - 0,222
0,187 6,75 ©,027
19,75 10,170 | 1,771 0,163
1,330 |31,59 0,042
51,25 |0,045 | 3,101 0, 060
0,117 |26,00 0,006
77,25 {0,040 | 3,218 0,039
0,134 |23,00 0,005
10,25 |0,035 | 3,352 0,035

Tebla corrsgpontiente gl enssyo : 22
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t (&iazs) A
0 0, 870
2368 0,700
6,96 0,610
12,00 0, 510
16,70 0, 600

Tebla corr

=
-

spondiente &l ensayo $ 2
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Aprozimzcidn
T (k)| A 1nA Alnd | At J1lns EGOElE§
o —-Llni % ~41lnt &=0,8
Ina=0,011
0 0, %80 0,127 0,560 -
c,776 | 3,00 0,258
3,00 | 0,405 0,003 0,405
1,217 |23,75| 0,051
26,75 0, 120} 2,120 C, 1C7
0,287 |16,25| 0,017
43,00 0,080 2,407 C,08¢
0,252 | 7,75 ©,032
50,75 | 0,070| 2,659 0,082
0,532 71,75 0,007
121,75 | 0,040{ 3,218 - 0,040
0,283 |16,75]| 0,017
138,50 | 0,030] 3,506 0,031
Tatle correspondiente a2l eonszyo ¢ 22
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Aproximacidn
teorica
t (k)] A |-lnA |-A1nA ot |-alnh Ca=Q542
ks=0, 376
Fna=0, 0001
0 0,880 | 0,127 0,880
0,586 | 3,00{ 0,195
3,000,490 | 0,713 ‘ 0,487
0,577 |23,75| 0,024
26,75 {0,275 | 1,290 0,275
0,224 |16,25| 0,013
43,000,220 | 1,514 0,222
0,146 | 7,25] 0,018
50,75 (0,190 | 1,660 0,208
0,502 |[71,75| 0,006
121,75 (0,115 | 2,162 0,117
: 0,091 |16,75| 0,005
138,500,105 | 5,253 0,102
Tebla correspondicnie el enseyo : 26
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Aproximacidn
v (h)| & ~1na ~AlnA | At | =DlnA teorigs
At ||Ca=0,
Ka=0,098
Kna=0, 0061
0 0,820 0,116 : 0,890
1,121 {17,0 | 0,065
17,0 | 0,290 1,237 : 0,291
0,423 | 7,0 | 0,060
24,0 | 0,180 1,660 0,218
0,306 |22,0 | 0,013
46,0 | C, 140 1,966 0,138
0,387 |45,0 | 0,008
91,0 | 0,095} 2,353 , 0,099
0,460 |72,5 | 0,005
163,5 | 0,060 2,813 C,054
0,182 51,9 | 0,003
214,5 | 0,050 2,995 0,047
Tabhle corvazspondientes =1 =nssyc @ Z7
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Aproxzimecibn
teorica-
t (k)| 4 -lnA |-Alna A | =AnA Ca= 0, 70.
VA ¥ Ka=0,117
1 Ene=0,0064
0 ©,850 | 0,116 0,880
¢,2922 17,0 0,058
17,0 [0,330 | 1,108 0,332
0,201 Ts© 0,028
24,0 (0,27C | 1,309 C,272
0,30 22,0 G,C13
46,C |0,200 | 1,609 0,206
21,0 (0,130 | 2,040 0,152
0,36 72,5 ¢, 005
183,5 0,080 | 2,407 0, 095
' 0,156 |51,0 0,003
214,5 {0,077 | 2,563 0,082
Nexla eervesnentiente =l oxnpayo 5 22
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Aproximzeidn 1

teorica
t(h)| 4 -1lrk -AlnA | Ab =A1nA || Ca=0,61
Nt Z2=0,087
¥nz=0, 0055
C 0,210 | C, 004 C, 250
0,135 | 3,00] 0,045
3,C010,7¢5 | 0,229 C,775
0,638 |[15,50| 0,C41
18,50 (0,420 | 0,867 : 0,427
0,127 | 6,75 C,018
25,25 (0,370 | 0,294 0,365
C,334 |24,25] C,013
49,50 |0,265 | 1,328 0,273
0,472 (92,75 0,005
142,25 10,165 | 1,801 G, 160
0,201 |25,75| 0,007
168,00 |G, 135 | 2,002 _ C, 138
Mebles coTrespondisate gl eneryo 7 2¢
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Aproximacibn
' teorica
+ (h) & ~1lnk ~Alnh | At | -Alnd || Ca=p, 2g
Ena=0, 0045
0 0,210} 0,094 0.91
’ ' 0,068 | 3,00 0,022 #3170
3,00 | ¢,850| 0,162 0,850
16.50 | 0. 615 0. 4 0,324 | 15,50 0,020 ’
615 0,4&6 0
25, o, 8 0’54 0,058 6,7% 0,008 1663
25 580 4
7 ’ ’ 0,200 | 24,25 0,008 Ot
49,50 | 0,4751 0,744 1
’ ’ 0,286 | 92,7% 0,003 Ot
142,25 | 0,3S7| 1,030 ' 0,338
0,287 | 25,7% 0,008
168,00 | 0,290| 1,237 0,301
Tebhla corresnontéienite 21 enszFo 30
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Aprozinmacién

. teorica
t+ (h)| A -1n4 -0lnA ~Alna Ca=0,49
A%t || K==0,052
Kna=0, 0024
0 0,880 | 0,150 0,860
C,394 0,024
16,00 (0,580 | 0,544 0, 600
0,254 0,010
39,150,450 | 0,798 0,447
0, 309 0, 009
70,50 |C,365 | 1,007 0,373
0,160 0, 0C2
141,50 10,305 | 1,187 0,306
c, 050 0,002
163,00 |0,290 | 1,237 0,291
0,053 0,002
162,50 (0,275 | 1,290 0,273

lswla correspondients gl encayec ¢ 31
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Aproximacidn

: _ Leorica
t(n)] A ~lnA | -alnA | at |-alndA || Ca=0,75
1 & Ke=0,082
Kna=0, 004
0 0,860 0,150| - : : 0,860
- : : 0,871 [16,00] 0,054 '
16,00 | 0,360 1,021 i : d 0,371
: " ? 0,345 23,16} 0,014 .
39,16 0,255| 1,366] - - : 0,205
- - - 0,456 |31,34] 0,014 :
75,50 0,160} 1,832 . ‘ 0, 160
: , , 0,330 |71,00] 0,004 «
141,50 | 0,115| 2,162 - . ' 0,119
¢ : ’ 0,091 21,50 0,004 .
163,00 | C, 105 2,253 ¢ ; 0,109
‘ - 0,049 |26,50] 0,002 ‘
189;50 | 0,100 2,302 0,098

Tebla correspondiente
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A ftravée de leos numocrosog enssy

g
O
i

afectuades, no he=-
mos podido establecer unos parémetros ovjetivos, cue per—
mitan predecir la evolucidn de un vroceso degradatorio en
funcibn de factores fédcilmente controlables. El hecho de-
obtener resultados prdcticemente iguales, cuando la degra
dacidn tiene luger simultdneanente y en las mismas condi-
ciones, permite deducir que las discrepencias oue se pro-
ducen en procesos realizados manteniendo iguales los fac-
tores bajo control (temperaturz, cantidad de sustancia de
positada, presidn de;oxigeno, noturseleza del sonorte) se—~
deben a la influencia de otros factores que escanan g —-
nuestro control, pero que en procesos simulidneos sctlian-
en la misma forma., Factores de este tipo podrian ser log——
humedad del ambiente, la granulometria de le2s placas ete.

A través de le téenica de los ensayos simultdneos,he
mos podido poner de menifiesto la influenciz de una seris
de factores tales como la teuperztura, la nresidn cde oxi-
geno, la iluminacidén o la naturaleza -del sojorte.

A pesar cde les discrenancizs cuantitativas a las que
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ya hemos hecho referenciz, podemos afirmar gus en tolos—
los ensuyos efeciuadoy en lag 2isves ccondicionzsz ge Cb—-
tienen resuliazdos arflozos ,quadando bastante biza esta-
blecido los limites entre los cusles tiene luger el pro-
cego degradatorio.

Los valores de las velocidades especificas sparen—-—
tes que afectan a los diversos invervalos de czda proce-
g0 degradatorio y que se egpecificen por los cocientes =
AlnA ,deben ser considercdog como d=tos objetivos que -

A
expresan el resultado de muesgtro travajo experinmental ,-
por lo cue loz danos en todos 1los ensayos efectuados.las
ecuzciones que prononenos como eproximseidn tedrica ¥ —-
los parénetros que le definen :C,IZ_, % Toge 00 deben ser-
conziderados por encina de suvalor real ,es decir no son
ads que el resulitsdo de un ssfusrzo gimplificador de ti-
vo natendtico pavae interpretar el aspecso cusntitetivo -
del troceso cegrs ubuo“lo.ﬂo obstente catria dntzrpresor-~
los recsultados experimentales ,suponiendo que lsg molécg
lag ce vitemina se mantiensn praciiconente sisgladas y —=
gue su reactividad depende de su situzcidn ean el S0POrTeE,
pudiéndose dividir la vitemina denositada en varins vor-

ciones gue se degraedan segin uns cindtica de primer or—-—
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den cuya welocidad egpecifica denende precisammente
reactividad, Jeatro (e sste interpretacidn loes ecuscionez
tedricas que proponenos,nodrizn tener cierta sisnifico——
cibn.

L

Otra positle intervretacidn nodria ssr, suponer gue—
la vitamina forms sobre el scporte crisitales microscipi-—
cos, que se degradan por su superiicie, siguiendo uvh pro-
ceso de tipo topoquimico (19) caracterizado mor una resc-—
tividad aita en las primeras fases del proceso y uma velo
cidad cada vez menor a medida que va decreciendo la super
ficie exterior de los crigtales.

El hecho de que la iluminacidn por luz fluorescente,
determina una zran aceleracidn del vproceso & desradacidn-
a la tenperaturs aWﬁiente pero sus efectos resultsn ingc—--
preciables a 609C, hace pensar que exisien realmente dos-
necanismos de iniciacién del proceso de degradacidbn: uno-
térmico y otro fotoquimico en competencia y que a 602C es

el proceso térmico el que predomina,
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4'0-'

Se ha adaptado y pussto a punto para la realizacibn-
éb cromatofolios de alvimina,la técnica de cromatoszra
fia en capa fina cuantitativa (45) cue pernite deter
miner la vitanina DB en presgencia de sus productos -

de degradscibn utilizando cromatofolios de siliczzel.
B <

La degradacién sobre placas de silicacel ¥ aliminzg——
de la vitamina DB,.da los mismos productos de degra=-
dacidbn, caracterizados por eu situacidn cromatogrdfi

ca y sus espectros UV,

Se ha intzntado extender a2 cromatofclios de celulosa
dicha técnica cromatogréfica cuantitative, no habidn

;1 -

dose conseguido realizar una sevaracidn satisfac
ria a pesar de haber ensayado veinte liguidos de de-

garrollo distintos,

Se ha puesto de manifiesto que las degradaciones reg
lizadas simultdneamente y bajo las mismas condicio--
nes, dan resultados vrdcticamente iguales, aunque --—
los ensayos se realicen sobre cromatofolios distin--—
tos. Sin embargo las degradaciones efectuzdas por se
parado, aunque se realicen en igualdad de condicio=~
nes bajo control, presentvan discrenancias de cierta-

importancia.
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9.-.

Se vlantea un tratamiento matemdtico de los datos ob-
tenidos en los diferentes ensayos, que permite reali-
Zer una asroximscida telrica a log vilorss exgeriaei-
tales, mediante ung ecuscidn mstenética bassda en la-
superposicidn de varios procesos degrsdatorios de rri
mer orden ouve afaectsn 2 distintes worciones de 12 sug
tancia devositada scobre el sopcrie.

Se plantea en la discusién el vosible alcance —-—

tebrico de este tratamiento.

Se ha puesto de manifiesto que la luz difusa produci--

'da- por una lémpara fluorescente de 40Wats. ejerce ura

notable influencia aceleradora del proceso de degrada
cidn, a tempsratura ambiente, perc no ejerce influen-

cia apreciable cuando la temperatura es de ©0°C,

Se ha puesto de manifiesto la notable influencis de -
la temperatura sobre la velocidad de los procesos de-

degradacioén.

Se ha comprobado que sin la presenciz del aire el pro

ceso degradatorio se paralizea.

Se ha puesto de manifiesto que sobre sovortes de sili

cagel, la presién de oxfgeno determina una fuerte acg
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leracidén del proceso de degradacidm, exictiendo ciexr
t2 proporcionslidad entre la presidn de oxigeno que~
se aplica y la velocidad esvecifica de degradacidn-—-—
de la parte activade (fraceién que se degrada mds rd

pidanente).

10.~ Se ha visto que sobre soportes de alumina el efecto-
de la presién de oxigeno es notablemente menos impor

tante.
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