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1. INTRODUCCION.

En 1982 se estableció un convenio entre el Laborato-
rio de Fisica de la Facultad de Farmacia de la Uni-
versidad de Montpellier y nuestro Departamento de
Fisico-Quimica Aplicada. Según dicho convenio se
realizarían estudios de estabilidad de nuevas molé-
culas de interés farmacológico, sintetizadas en los
Laboratorios Pierre Fabre, cuyo estudio farmacociné-
tico se llevaba a cabo en la Universidad de Montpe-
llier.

La Itanoxona (F-1379) forma parte de una serie de
moléculas sintetizadas y ensayadas biológicamente
en el "Centre de Recherches des Laboratoires Pierre
Fabre", y que corresponden a la fórmula general:

CH
2*

Ar-C-CH_-C
2 xII COOH

O

y que han sido investigadas en uno de los programas
desarrollados por dicho Centro.

El programa incluye 19 moléculas que se diferencian
por la fórmula del sustituyente arilico.

Todas ellas pueden ser sintetizadas, en forma aparen-
temente sencilla, mediante una reacción de Friedel
y Crafts, a partir del anhídrido itacónico y el subs-
trato aromático adecuado.

La Itanoxona es una de las moléculas biológicamente
más activas estudiadas en el programa. El estudio
experimental de sus propiedades farmacológicas, ha
puesto de manifiesto su probable interés en medicina
humana.

El motivo de la tesis que se expone a continuación,
constituye un ejemplo de estudio sobre estabilidad
y se ciñe a las diversas etapas que deben seguirse
en estudios de esta naturaleza.

Estas etapas a seguir, son las siguientes:

Primera: Estudio de las propiedades químicas y fisico
quimicas del compuesto. Este es un aspecto muy impor-
tante para poder plantear los métodos más idóneos
de análisis de la sustancia.

Es conveniente realizar un estudio bibliográfico
para reunir toda la información existente sobre las
propiedades del producto, y es además recomendable
intentar comprobar en la muestra investigada, su
cumplimiento.



2

Los estudios espectroscópicos, cromatográficos y
cristalográficos, deben ser especialmente tomados
en consideración.

Segunda: Estudios de degradación forzada.
Se debe procurar que se formen los principales pro-
ductos de degradación , a fin de caracterizarlos en
la medida de lo posible, y en una etapa posterior,
plantear métodos analíticos que no interfieran con
dichos productos.

Las degradaciones se deben provocar por medio de
diversos agentes, tales como la temperatura, la ra-
diación, la humedad, la disolución en distintos di-
solventes, la adsorción o interposición
tintos materiales sólidos, pulverulentos, etc.

con dis-

Tercera: Puesta a punto de uno o varios métodos ana-
Uticos compatibles con los productos de degradación.

Este es un aspecto de los estudios de estabilidad
que requiere un cuidado especial.

Para poder afirmar que no se dan interferencias con
productos de degradación es necesario un conocimiento
experimental del comportamiento de dichos productos
aislados, aunque se desconozca su naturaleza química
exacta.

Cuando se dispone de varios métodos utilizables,
se debe considerar que el método más idóneo, es el
que mejor se adapta a las siguientes exigencias:

a) Buena sensibilidad, es decir, capacidad de
apreciar variaciones de concentración minimas.

b) Precisión, es decir, incidencia mínima de
los errores aleatorios, caracterizados por la
varianza de los resultados.

Simplicidad de ejecución, ya que se deberá
realizar repetidamente.
c)

d) Proporcionalidad entre la concentración y
la respuesta. La simple linealidad pone de mani-
fiesto la incidencia de factores que pueden modi-
ficarse a lo largo de las determinaciones.

e) Rango de concentraciones apropiado. Esta pro-
piedad se relaciona con la sensibilidad y la precisión

Cuarta: Estudios experimentales de degradación.

Estos estudios deben realizarse en diferentes condi-
ciones y medios, teniendo en cuenta las formas farma-
céuticas y las preparaciones más corrientemente em-
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pleadas. Se debe relacionar la disminución del prin-
cipio activo en función del tiempo, con la forma-
ción del producto de degradación.

Se debe seguir el proceso de degradación en medio
homogéneo, pero es también importante estudiar la
degradación en medio sólido estando el principio
activo interpuesto sobre diferentes escipientes,
tal como se mantiene en formas del tipo de comprimi-
dos y grageas.

Quinta: Los resultados del apartado interior deben
ser objeto de tratamiento estadístico y deben ser
elaborados en la forma que permita definir ciertas
características de los procesos cinéticos implicados.
Los apartados cuarto y quinto no pueden en la prácti-
ca separarse demasiado, ya que el tratamiento cinéti-

pueden obligar a realizar nuevos experimentos
para poder aclarar los resultados

co,
de degradación
del tratamiento matemático de los mismos.

Sexta: Los productos de degradación deben ser aisla-
dos y caracterizados fisico-quimicamente, sobre todo
en el terreno espectroscópico. Es este un campo muy
dificultoso, ya que generalmente no se dispone de
cantidad apreciable de dichos productos.

Séptima: Teniendo en cuenta todos los datos obtenidos
relativos al producto estudiado, a su cinética de
degradación y a los productos de degradación aisla-
dos, debe plantarse una interpretación global del
proceso o procesos de degradación. Es difícil fijar
los limites a los que es posible llegar. Es necesario
intentar llegar lo más lejos posible en esta Ínter-
pretación, pero se debe ser prudente al mismo tiempo,
distinguiendo claramente lo que son resultados con-
trastados y seguros de las simples conjeturas.
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2. GENERALIDADES.

2.1. HISTORIA.

Los medicamentos evolucionan constantemente con

el fin de mejorar su acción farmacológica y dismi-
nuir o anular sus efectos secundarios y su toxici-
dad.

El grupo de antiinflamatorios no esteroidicos cons-
tituye un buen ejemplo de este esfuerzo de supera-
ción en el camino de conseguir la acción farmacoló-
gica deseada,con el minimo de efectos secundarios.

Las familias químicas, que progresivamente se han
ido investigando dentro del amplio campo de los
antiinflamatorios no esteroidicos y que han demos-
trado interés por su acción farmacológica,se pueden
agrupar en:

a) Derivados benzoicos ( 1 ),por ejemplo la Aspirina

COOH

R*

b) Derivados
fenac (Voltarén)

fenilacéticos ( 2 ),por ejemplo Diclo-

ch2-cooh

c) Derivados aril |3 -propiónicos ,por ejemplo Napro-
xen ( 3 ),Fenoprofén ( 4 ) ...

CH-COOH
l

CH
3

d) Derivados fenilcetobutiricos,por ejemplo Fenbufen
( 5 ) ( 6 )
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-CH„-COOH2

Este último grupo ha resultado ser muy prometedor
ya que el esqueleto arilcetobutirico aparece como
el soporte de una nueva generación de fármacos con
propiedades farmacológicas diversas.

Cabe destacar,entre dichas acciones farmacológicas:
- Acción colerética
- Acciñn antirreumática
- Acción antiinflamatoria
- Acción antiagregante plaquetario
- Acción hipolipemiante
- Acción hipouricemiante.<7,8)

Si bien estas acciones aparecen con distinta inten-
sidad en los distintos compuestos del grupo.

Se da en esta serie de compuestos una paradoja bien
conocida de los farmacólogos según la cual estructoi-
ras químicamente muy parecidas presentan diferencias
notables en los efectos farmacológicos que producen.

Dentro de este grupo la Sociedad Pierre Fabre en
colaboración con el Departamento de Quimica-Física
de la Facultad de Farmacia de Montpellier ,empren-
dieron el estudio de una serie de compuestos de
sintesis entre los que se encuentra la ITANOXONA,cuya
estabilidad y estudios cinéticos de degradación
son el objeto de la presente Tesis.
La estructura y nombre químico de la Itanoxona es la
siguiente:

CH--C ísSCH2
¿ X COOH

Acido |(O-clorofenil)-4'fenil|-4oxo-4metilen-2
butírico.

El estudio experimental de las propiedades fármaco-
lógicas de este compuesto ha puesto de manifiesto
que su actividad hipolipemiante e. hipouricémica
destacan sobre su posible acción antiinflamatoria
que es la que inicialmente se buscaba.
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2.2. SINTESIS.

La Itanoxona se obtiene por sintesis, mediante acila-
ción de Friedel-Crafts entre el anhídrido itacónico

y el 2-clorofenilbenceno (2-clorobifenilo), con

un rendimiento del 35-50% (9,10 )•

El anhídrido itacónico, que actúa como agente aci-

lante, es tratado con el substrato aromático 2-cloro-

fenilbenceno en solución de cloruro de metileno

y en presencia de cloruro de aluminio. La acilación
se efectúa en posición para sobre el benceno no

substituido (según el esquema adjunto) ( 8 ) •

Aunque la acilación es selectiva, puede dar igualmen-
te otro derivado, el acido 4-(4'-(4-clorofenilo)fe-

nil)-4-oxo-2-metilen butanoico, que se separa de

la Itanoxona por recristalización.

anhídrido itacónico2-clorofenilbenceno

AICI3

CHa
II

C—CH.¿—C—C00H

0

Itanoxona

Síntesis de la Itanoxona a partir del

2-clorofenilbenceno y del anhídrido itacó-
nico.
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2.3. CARACTERISTICAS FISICAS,QUIMICAS Y FISICO-QUIMI

CAS.

La denominación química de la Itanoxona es la de
Acido ((orto clorofenil)-4'fenil)-4oxo-4metilen-

-2butirico,cuya denominación común internacional
es el de Itanoxona (11).

Se trata de un polvo cristalino de color blanqueci-
no.Los cristales obtenidos en etanol son monoclini-

eos,según la clasificación de Brevais,

La formula empírica de la Itanoxona es C^H^dOj #
siendo la fórmula desarrollada :

COOH Peso molecular = 300.74

Se ha pesado una cierta cantidad de sustancia mante-

niéndola en desecador con cloruro cálcico anhidro, en

el que se ha hecho el vacio, hasta peso constante. Se

ha obtenido 0% de humedad.

El punto de fusión determinado mediante platina de -

Kófler es de 186-188QC.

Cousse y cois. (12 ) han determinado el valor del

pKa de este ácido para mezclas dioxano/agua,con
proporción de agua progresivamente creciente,obte-
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niendo a partir de estos datos,por un método de

extrapolación,el pKa en medio acuoso,cuyo valor
es de 5.30 .

En mezclas de dioxano/agua los valores del pKa son

bastante más elevados,tal como podemos ver en el

siguiente,en el que se exponen los valores
de pKa para diversas mezclas de dioxano/agua:

cuadro

% dioxano
20 40 60 80 90

en volumen

6.68pKa Itanoxona 7.85 8.38

2.3.1. Solubilidades.

Cousse y cois. (12 ) dan una serie de solubilidades

de la Itanoxona en distintos disolventes.

SOLUBILIDAD (g/lOOml)DISOLVENTES

0.00025

0.019

o.150

0.170

n-hexano

agua

cloroformo

éter

acetonitrilo

acetato de etilo

0.200

0.240

0.390

0.500

metanol

etanol
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SOLUBILIDAD (g/100 mi)DISOLVENTES

0.75
3.90
4.34
28.50
38.40

n-octanol
dioxano
tetrahidrofurano
dimetilformamida
dimetilsulfóxido

Solubilidad y disociación ácida en medio2 .3 .1.1.

acuoso.

Se han realizado estudios experimentales para compro-

bar la solubilidad en agua, intentando al propio

tiempo poner de manifiesto si cumple la ley de Beer.

Nuestros esfuerzos han tropezado con dificultades,

quizás debidas a la metódica utilizada. Dicha meto-

dica consiste en partir de una disolución con exceso

de soluto, y por dilución, estudiar los valores

progresivos de las absorbancias hasta obtener una

disminución, lo cual nos indicará el punto en que

toda la sustancia empleada se ha disuelto. Con ello

se puede comprobar la ley de Beer al mismo tiempo

que se determina la solubilidad de la sustancia.

Los resultados obtenidos al intentar determinar

estas curvas de absorbancia frente a la dilución,

han resultado altamente contradictorios, poniendo
de manifiesto la existencia objetiva de factores que

dificultan el método de determinación que previamente
se ha diseñado (Figura l ).

Existe una diferencia importante entre la metódica

que se ha utilizado y la descrita por Cousse y cois.,

(12) ya que dichos autores parten de sistemas con

exceso de soluto, a partir de los que

obtienen, tras agitación,centrifugación y filtración,
una disolución que consideran saturada. En el método
utilizado en nuestro laboratorio se parte de muestras

con un pequeño exceso de soluto, que se supone que

se disolverá en las operaciones de dilución progre-

siva.

un enorme
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Figura 1 : Representación de la absorbancia frente
a la diferencia entre la concentración

inicial y la obtenida en cada dilución.

mg/ml C . - CA
i

00.140

0.093

0.093

0.082

0.466

0.047

0.047

0.058

0.194

0.150

0.190

0.145

0.115

0.076

0.096

0.107

0.064

0.044

0.0330.082

A

0,4

0,2

0,1■ 0,05 C:-CI
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AC (mg/ml)

0.5250.019
0.520.0135

0.0105
0.0086
0.0073
0.0056
0.0045
0.0038

0.516
SOLUBILIDAD = 0.0079 mg/ml0.522

0.485
0.38
0.3

ABSORBILIDAD (1 Jijan) = 660.70.255
0.20.003
0.061.0E-3
00

A

0.56
0.522 ❖tr

/
i
/

/0.42
/

y
/

/
/

9
0.28 /

<í
t

?
0.14

/
/

i i i i 1 1 l l 10

0.016 C Cmg/m1)0 0.004 0.008 0.012

0.0079

Figura 2
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Se ha intentado mejorar el método aumentando la canti-
dad de Itanoxona en suspensión, pero los resultados

siguen siendo poco concordantes. Se ha realizado
la misma operación a pH controlado mediante un tampón
de fosfatos según Sorensen a pH=6.95. A este pH la
solubilidad es aproximadamente de 0.0079 mg/ml y el

(Fig. 2). El dato publicado

por Cousse y cois. (12,13) sobre la solubilidad en agua
(0.19 mg/ml) ha de estar forzosamente equivocado a la
luz de estos resultados. Hemos estudiado la influecia

del pH sobre la absorbilidad, alcalinizando con sosa

diluida una solución de Itanoxona comprobando que

desde pH=6 hasta pH=ll las alteraciones en la absorbi-
lidad son minimas (Tabla 3).

valor E(l%,lan) = 660.7

Cousse y cois, han determinado el pK de la Itano-

xona en agua por un método de extrapolación de los va-

lores de pK determinados en disoluciones de dioxano en

agua, con concentración de dioxano progresivamente
decreciente. Por este procedimiento han podido obtener

el valor de dicho pK difícilmente determinable por

métodos potenciométricos realizados directamente
en el agua, debido a su baja solubilidad. El valor
hallado de 5.6, ha sido comprobado por dichos autores

mediante dos técnicas diferentes.

Aceptando dicho valor del pK y suponiendo que la
variación de la solubilidad con el pH se debe a la

presencia de la forma aniónica soluble de la Itanoxona

a pH alcalino, hemos podido hacer una estimación teó-
rica de las solubilidades a los distintos pH.

C-|RH| C
= pH - log (pK = pH - log 1)

I RH | 1 RH |

Forma sin ionizar.
Forma aniónica.

RH
R“

|R"| + |RH|C
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Máximo (nm)ABSORBANCIAPH

270.00.3955.70

0.392

0.392

270.0

270.2

270.5

270.5

271.25

270.8

272.0

7.00

8.02

9.50

10.20

0.395

0.392

0.394

0.450

11.20

11.95

12.95

13.60

0.480

0.500 287.7

Influencia del pH en la absorbilidad.Tabla 3:
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A partir de esta ecuación se puede establecer una

expresión general que relacione |RH|r la concentración
C y el pH:

pH-pK = log ( — 1)
|RH|

pH-pK|RH| = C/(10 + 1)

El valor de ¡ RH | es el factor limitante de la solubi-
lidad y debe permanecer constante. Su valor lo podemos

determinar a pH=6.95 :

0.0079
= 3.37 10"4I RH | = 1.351 + 10

a otro pH cualquiera, el valor de C valdría:

-4 • (1+10PH-5-6)C = 3.37 * 10

pudiendo hallar una curva teórica de solubilidades
a los distintos pH (Fig. 4).

De hecho el comportamiento de la sustancia disuelta
no es perfectamente conocida y pueden darse algunos

tipos de interacción de naturaleza asociativa, tales
como dimerización por enlaces de hidrógeno, formación
de micelas facilitado por el carácter hidrófilo e

hidrófobo de la molécula en sus distintas partes, etc,

que pueden influir en que la solubilidad real sea

inferior a la prevista.

Hemos comprobado la solubilidad en etanol, obteniendo
concordancia con el valor obtenido por Cousse.
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C (mg/ml)PH

2.5 0.00034
0.00034
0.00034
0.00035
0.00036
0.00042
0.00060
0.00118
0.00301
0.00880
0.02710
0.08499
0.26802
0.84684

3.0
3.5
4.0
4.5
5.0
5.5
6.0
6.5
7.0
7.5
8.0
8.5
9.0

pH

9

7.2

►

L5,4
►

►

3.6 r

►

J .8

1 1 1 i1 i 1 10
0 0.16 0.64 C (mg/ml)0.32 0.48

Figuro 4
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2.3.2. Espectros UV.

Para la obtención de los espectros UV de la Itanoxo-

na, se ha empleado cubeta de cuarzo de 1 cm, y el

espectrofotómetro utilizado es un Perkin Elmer,
modelo 356.

Se ha obtenido los espectros de la Itanoxona en

etanol, metanol

las figuras 6, 7 y 8.

, que se muestran eny agua

Para facilitar la comparación de los parámetros
característicos de estos espectros, en la tabla

tenemos, para cada disolvente, la longitud de
onda de su máximo y los valores correspondientes de
absorbancia y concentración.

5

CONCENTRACIONDISOLVENTE ABSORBANCIA MAXIMO(nm)

Etanol
absoluto 2660.650

0.695

0.1006 mg/ml
0.0112 mg/ml 264.7Metanol

Agua 270

Tabla 5 : Relación de los parámetros más caracte-
risticos de la Itanoxona para cada disol-
vente.

Las disoluciones acuosas se han obtenido por filtra-
ción de una suspensión de Itanoxona/agua, de la

que no podemos asegurar la concentración. Tal como

se ha referido en el apartado anterior, no ha sido

posible una determinación de la solubilidad en medio

acuoso por dilución progresiva de una disolución
con exceso de Itanoxona. Sin embargo se ha visto

reiteradamente, que después de la filtración, las
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UV de Itanoxona enFigura 6 s Espectro
etanol.

A

longitud de onda
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Figura 7 : Espectro UV de Itanoxona en
metanol.
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Figura 8* Espectro UV de Itanoxona en agua.

A

longitud de onda
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absorbancias siguen fielmente la ley de Beer, pero

al no saber la concentración de producto disuelto

no se puede calcular la absorbabilidad.Curiosamente,

después de la filtración, la absorbancia es marcada-
mente superior a la que se obtiene en presencia
de soluto cristalizado. Este efecto debe interpre-
tarse como debido a algún tipo de fenómeno de adsor-
ción.

Se ha comprobado que las disoluciones etanólicas

cumplen la ley de Beer en la longitud de onda de
su máximo (266 nm), y ello ha constituido una de las

bases del método analítico, que se describe en el

apartado 4.1.

También se ha determinado el cumplimiento de la

ley de Beer en metanol, como queda patente en la

figura 9, de la que se determina la absorbabilidad.

En medio acuoso y medios acuosos tamponados (pH
7 y 9) también se mantiene la proporcionalidad entre

absorbancia y concentraciones (figura 10) (14).En medio
acuoso se ha estudiado la variación de la curva

espectral con el pH; para ello se ha partido de
una disolución filtrada, de aproximadamente 0.400
de absorbancia, a la que se han añadido volúmenes

despreciables de una solución de hidróxido sódico,

para elevar el pH, realizando los espectros corres-

pondientes previo control de pH. En el intervalo de
7 a 13 no se aprecian modificaciones en el trazado

del espectro ni en la posición del máximo, pero

si se observa un aumento de la absorbilidad a partir
de pH=12,junto con un ligero desplazamiento del
máximo hacia longitudes de onda superiores.A pH=13.6
se observa además un cambio sustancial del espectro.

Como conclusión podemos decir que en el intervalo
de pH entre 7 y 11, la variación del pH no modifica
los valores de la absorbancia.
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O 0.005 0.010 0.015

Itanoxona (mg/ml)

Figura 9 s Representación de la absorbancia (A) frente
a la concentración de Itanoxona (mg/ml) en so-

lución metanólica, como comprobación de la ley
de Beer. (Absorbabilidad -l%,lan-s 623.988).

CONCENTRACION

(mg/ml)

ABSORBANCIA

0.3380.0056

0.0070

0.0084

0.0112

0.0130

0.430

0.525

0.695

0.800

Absorbabilidad = 623.988 (l%,lcm).

Desv. estandard = 0.1892

Correlación( r) = 0.99962
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A

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0
*

0.012

Itanoxona (mg/ml)

0.0150.006 0.0090.0030

Figura 10; Representación de. la absorbancia (A) fren-
te a la concentración de Itanoxona (mg/ml)
en solución acuosa amortiguadora a pH=9.0,
como comprobación de la ley de Beer.

(Absorbabilidad -l%,lcm-: 672.410).

ABSORBANCIACONCENTRACION

(mg/ml)

1.030

0.928

0.0155

0.0140

0.0127

0.01206

0.0100

0.840

0.798

0.660

Absorbabilidad = 672.410 (l%,lcm).

Desv. estandard = 0.1391

Correlación (r) = 0.99998
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2.3.3. Espectros IR.

Se ha obtenido el espectro IR de la sustancia pura

(figura 11), que concuerda de manera escrupulosa
con el que se cita en la bibliografía (15). Como
características más sobresalientes podemos señalar

en dicho espectro, el trazado comprendido entre

650 y 1600 cm“^, que corresponde a la denominada
huella dactilar de la sustancia, y las bandas a

1610 cm-1, propias de los enlaces C-C de núcleos
aromáticos; a 1630 cm"l, propio del doble enlace

etilénico; a 1675 cm“l, propio de un grupo carbonilo
de una cetona conjugada (C^=0) con el núcleo aromá-
tico; a 1690 cm-l, del enlace (C^=0) del grupo carbo-
xilico; a 2900 cm~l, de los enlaces C-H alifáticos;
a 3080 cm , de los enlaces C-H aromáticos y etiléni-

eos, y una amplia banda entre 2500 y 3200 cm~l,
propia del grupo OH de la función carboxilica.

CH2
C-CH^-fc-COOH«32 2 1
O

2.3.4. Espectro de Masas.

Se ha comprobado que el espectro de masas de la

Itanoxona concuerda con los datos bibliográficos.
La secuencia de valores m/e, con su abundancia reía-

tiva, asi como las condiciones en que se ha realiza-

do el espectro, quedan referidos a continuación.

Se pueden destacar como valores más significativos:

1. Los de m/e 300-302, que al ser los valores

más elevados que se han obtenido, definen la
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masa molecular de la Itanoxona, con los dos valo-

res isotópicos del cloro (35-37), y que concuerda

perfectamente con su fórmula.

2. Los valores m/e 215-217 se puede suponer

que resultan de la fragmentación de la molécula
de Itanoxona entre los carbonos C3 y C4.

El valor m/e 255 que resulta de la fragmenta-
ción entre los carbono C1 y C2.

3.

4. El m/e 152, que corresponde al ion bifenilo
La formación de este ion se evidencia

por la presencia de muchos de sus productos de
su fragmentación relacionados en la bibliografía

C H

(13 ) .

En la figura 12a se muestra el diagrama de porcentaje de frag-
mentos frente a m/1.

En la figura 12b se da un esquema del proceso de fragmentación
descrito.
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Figura 12b:

Esquema del proceso de fragmentación.
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2.3.5 . Espectro de resonancia magnética nuclear

de protón.

Se ha obtenido el espectro de resonancia magnética
nuclear de protón,de la Itanoxona (fig.l3),que
cuerda perfectamente con la estructura y con los
datos bibliográficos (15).

con—

El espectro se ha realizado utilizando como disoJ>-
vente dimetilsulfóxido (DMSO) y las señales más

importantes que presenta son:

COOH
(f)

(d)(e)

NUMERO DE
PROTONES QUE
INTEGRAN

DISTRIBUCION
DE LA SEÑALSEÑALPPm

singulete metilen(c)4,2 2

5,85 1 lprotón eti^
lénico(a)

doblete

lprotón eti^
Iónico (b)

6,30 1doblete

!

67,3 a 7,8 multiplete protones
aromáticos (e)

8,1 2 2protones
aromáticos
contiguos al
carbonilo(d )

doblete

2.3.6. Espectro de resonancia magnética nuclear de

13c .

13
C proporcionan la informa-Los espectros RMN del

ción del esqueleto carbonado de los compuestos orgá-
nicos.
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El espectro de la Itanoxona se ha realizado en DMSO

y se muestra en la figura 14.Las señales que presenta
se pueden atribuir a los siguientes carbonos:

/

PPm

167.6COOH

-CH2- (P) 41.6

M 196.7C=0

c=ch2 (M

c=ch2 )

127.9

136.0

2.3.7. Espectro de difracción de rayos X .

Los estudios de difracción de rayos X son de gran

interés para la determinación de estructuras crista-
linas y junto con los espectros RMN, IR
cidar la estructura de nuevos compuestos de sinte-
sis.

. para elu-• •

Roques,Germen y cois. (17 ) realizaron un estudio

cristalográfico de la Itanoxona en estado sólido a —
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partir de muestras obtenidas por recristalización
en etanol absoluto.Con ello obtuvieron los parame-

tros cristalográficos que les permitieron establecer
distancias y ángulos interatómicos y la estructura

espacial.

Las moléculas de Itanoxona presentan una disposición

estereoquímica tal como se observa en la figura
15 ,en la que es particularmente importante la dispo-
sición espacial de los dos núcleos aromáticos que

al no ser coplanares pierde su conjugación compor-

tándose como dos grupos fenilo y no como un bifenilo.
Este efecto se debe relacionar con la posición orto

del cloro respecto del enlace entre los dos fenilos.

Las moléculas se agregan unas a otras por enlaces
de hidrogeno intermoleculares de 2.64 A .
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Figura 15: Disposición
de la molécula de Itanoxona.

estereoquímica
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2.4. ESTUDIOS FARMACOCINETICOS.

Se han realizado estudios farmacocinéticos utilizando

como animal de experimentación la rata (18 ) y poste-

riormente, en el instituto de Batelle de Suiza (19)

se han realizado estudios equivalentes en el hombre.

14
En ambos casos se ha empleado Itanoxona marcada (

y los productos extraidos del plasma se han separado

por cromatografía en capa fina y por cromatografía en

fase gaseosa, después de un tratamiento adecuado para

disminuir su polaridad y hacerlos más volátiles (20).

C)

La cromatografía en fase gaseosa se acopla adecuada-

mente a un espectrómetro de masas para el reconoci-
miento de los productos, por comparación con produc-
tos sintetizados que se emplean como patrón.

Una conclusión fundamental de estos estudios es la

existencia de una gran analogia en las constantes

farmacocinéticas y en las vias metabólicas seguidas

por el fármaco en el hombre y en la rata.

Después de la administración de 500 mg de Itanoxona

por via oral, la concentración plamática máxima,
se obtiene paroximadamente a la 4 horas, y la concen-

tración de producto inalterado alcanza el valor de

12.1 jug/ml. El tiempo de semivida en la fase de eli-
minación es de 13.5 horas. La cinética de eliminación

urinaria y fecal de la Itanoxona da como resultado

que a las 96 horas el 40% ha sido eliminado por via
urinaria y el 50% por via fecal.

La administración por via oral del compuesto en dosis

repetidas de 250 mg/dia durante 5 dias no provoca

ninguna acumulación del producto en la sangre.
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En el caso de utilizar la rata como animal de experi-

mentación, el nivel plasmático máximo, de 12.9 ug/ml,
se alcanza a las dos horas de haber administrado, por

via oral, 50 mg de producto por Kg de animal.

Las vias metabólicas también son muy parecidas en

el hombre y en la rata. Al introducir la molécula
de Itanoxona en el organismo, tienen lugar tres rutas

metabólicas principales de las que han sido detecta-
tados en los líquidos biológicos los compuestos que

se destacan encuadrados en el esquema que se reprodu-
ce de M.C. Bret-Cape ( 8 ), figura 17.

En al primera via el proceso (a) se inicia por una

reducción del grupo carbonilo y da lugar, como pro-

ducto final el acido (2'-cloro-4'-hidroxi)-bifenil-

acético, metabolito de tiempo de semivida corto,

que se elimina probablemente por via urinaria, des-

pués de transformarse en un derivado hidroxilado.

La segunda via se origina en el corrimiento del doble
enlace y formación del isómero acido 4-(2'-clorobi-

fenil)-4-oxo-2-metil-2-butenoico, y da lugar, como

producto final, al acido 2'-clorobifenilcarboxilico,

cuyo tiempo de vida media seria largo.

Una tercera via se inicia con una hidroxilación en 41

del grupo bifenilo, y da lugar, como producto final
al acido (2'-cloro-41-hidroxi)-bifenilacético.

Algunos productos minoritarios detectados ponen de

manifiesto una cuarta via que se inicia con un proce-

so de hidrogenación (d).
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Figura 17



APLICACION DE LA CINETICA3.-

QUIMICA A LOS ESTUDIOS DE

ESTABILIDAD.
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3. APLICACION DE LA CINETICA QUIMICA A

LOS ESTUDIOS DE ESTABILIDAD .

La predicción de la estabilidad de los medicamentos -

es de gran importancia para la
ca.Hasta el año 1956 el método empleado consistía
en la simple observación y control analítico,durante
el periodo aproximado de unos cinco años,del medica-
mentó mantenido en las mismas condiciones que seria

almacenado.

industria farmacéuti-

A pesar de la seguridad que presenta este método,es

permite

sacar conclusiones hasta que haya transcurrido un

periodo muy dilatado de tiempo.

un sistema sumamente costoso,ya que no

Desde que Garrett y Cárter (21 ) ( 22 )aplicaron la
cinética química al. estudio de láv estabilidad se recurre

a lo que se denomina "Degradación acelerada" o "Enve

jecimiento acelerado"que permite predecir la estabi-
lidad en un tiempo relativamente corto.Este método
se aplica preferentemente a sistemas en disolución
a los que son aplicables con precisión los conceptos
cinéticos de concentración y de su variación tempo-

ral.El medicamento en disolución se somete a varias

temperaturas,superiores a la ambiente,con lo que

se aumenta la velocidad de reacción.Por extrapolación
a temperatura ambiente se puede calcular el tiempo
de validez,aplicando la ecuación de Arrhenius.

El cumplimiento de la ecuación de Arrhenius debe

someterse a comprobación,ya que tratándose de reaccio

nes complejas, su cumplimiento, aunque muy frecuente,
no es totalmente necesario.

A parte de esta comprobación este método tiene la

ventaja de que no precisa conocer el mecanismo de
reacción ,basta con conocer el orden aparente de
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la misma y controlar la velocidad de desaparición
del principio activo detectando la variación con

el tiempo de una caracteristica fisico-quimica que

dependa de su concentración.

La elección de las temperaturas depende de la natura-

leza de la sustancia,que no debe fundir ni volatili-

zarse,y de la velocidad de la reacción.

Esta técnica no puede usarse cuando se trate de
sustancias que,como las proteínas,se desnaturalizan

por el calor.

En medio sólido también es aplicable el método de

degradación acelerada cuando las reacciones son

de primer orden,como ocurre en las isomerizaciones,

pero en reacciones que dependen de un agente externo,

como podría ser el oxigeno, soportes, etc., su apli-
cabilidad es muy discutible, ya que las condiciones
en que se verifica la reacción no son homogéneas.

En muchos casos se ha demostrado experimentalmente,

que la ecuación de Arrhenius, es aplicable a reaccio-

nes que tienen lugar en medio heterogéneo, pero en

estos casos el fundamento de dicha ecuación es más

bien empírico.

Durante el almacenamiento de los medicamentos, la de-

gradación de los principios activos puede ser el re-
sultado de reacciones espontáneas, debido a los exci-
pientes o con los agentes ambientales. La degradación
del principio activo conlleva la pérdida de actividad
del medicamento (23).

Citaremos las reacciones que producen dicha pérdida
de actividad más frecuentemente:

Hidrólisis:

Desde el punto de vista de la estabilidad de los
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medicamentos, es una de las reacciones que reviste

mayor importancia, ya que muchos principios activos
contienen funciones orgánicas fácilmente hidroliza-
bles (esteres, amidas, lactamas, etc.).

Dado que en la reacción interviene el agua, puede

actuar la humedad atmosférica, la de los excipientes
o la del propio principio activo, cuando se trata

de formas sólidas, o del propio medio, cuando se

trata de disoluciones acuosas.

La hidrólisis es catalizada por los iones del agua,

constituyendo la llamada catálisis acido-base, que

se denomina especifica cuando solo intervienen los

inones H+ y OH del agua, o general, cuando intervie-
nen otros iones presentes en el medio (24,25)

En todos los casos la reacción de hidrólisis transcu-

rre mediante un mecanismo de substitución nucleófila,
siendo del tipo SN1 en medio ácido y en medio
básico.

Tomando como ejemplo la hidrólisis de esteres car-

boxilicos, tanto en el caso de una catálisis ácida

como alcalina, la substitución nucleófila transcurre

mediante un mecanismo de adición-eliminación, con

ataque nucleófilo sobre el grupo carbonilo, salvo
en aquellas moléculas en las que exista un impedimen-
to estérico, en los que el ataque se realiza sobre

el carbono del grupo alcóxido (24).

Oxidación:

Puede presentarse tanto en soluciones acuosas como

oleosas, o en estado sólido.

Una substancia se oxida cuando pierde electrones.
La reducción es el caso contrario, es decir, cuando

gana electrones. No obstante existe una oxidación

que tiene carácter irreversible denominada "autooxi-
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dación" y otro tipo que por el contrario es reversi-
ble.La mayor parte de las reacciones de oxidación

que se presentan en los preparados farmacéuticos
son las de autooxidación.En ellas intervienen radi-

cales libres como productos intermedios y se sigue
un mecanismo de reacción en cadena con sus fases

caracteristicas de iniciación,propagación,polimeriza-
ción e interrupción.El punto de ataque lo constituyen
los átomos de hidrógeno próximos al átomo o a los

grupos electronegativos tales como el grupo carbonilo

La luz asi como la temperatura pueden actuar sobre

la reacción. En estos casos es dificil controlar el

proceso cinético ya que la velocidad de reacción

depende del número de radicales libres que forman
la cadena y que pueden modificarse por agentes exter-

nos de dificil control.

-Isomerización:

Son procesos que tienen lugar,generalmente,siguiendo
una cinética de primer orden y que pueden presentarse

tanto en disolución como en soportes sólidos.Consis-
ten en una restructuración de los enlaces que consti-

tuyen la molécula con desplazamiento de alguno-
de sus átomos y corrimiento de los electrones enla-

zantes.Un buen ejemplo de isomerización lo constituye
la racemización de los productos ópticamente activas
tales como el ácido mandélico

OH

C,H CH - COOH
6 5

que contienen el grupo -CH-CO- y que se transforma

en una estructura de enol -C=CH con la que se man-

tiene en equilibrio.Aunque la proporción de enol

sea pequeña la existencia del equilibrio facilita

la recomposición de la molécula de ácido mandélico

en una proporción igualada de sus dos formas óptica-
mente activas.
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Si bien en los procesos de isomerización no Ínter-
viene como reactivo más que una molécula y no se re--

quiere el concurso de otra sustancia que intervenga

estequiométricamente en la reacción, es evidente
el concurso del medio en que dicha molécula se encuen

de los procesos de activación
molecular a través de los cuales se realizan estos

reacciones de isomerización.Por esto no es posible

en principio presumir la velocidad del proceso en

un disolvente a partir de la velocidad con que se

realiza en otro disolvente distinto.

tra,en la génesis

-Descarboxilación:

La descarboxilación consiste en la liberación de

anhídrido carbónico de una molécula con grupo carboxí

lico.

Aunque los ácidos carboxílicos son estables por

encima de 2002C,la estabilidad disminuye en los

que poseen un enlace múltiple en posición (3 y Y, pues
pierden CC^entre 100 y 2002C. (24)

Los grupos atrayentes de electrones como:cloro,fenilo
vinilotambién facilitan la descarboxilación

del ácido correspondiente.

-Polimerización:

Consiste en la unión de dos o más moléculas para

formar un polímero.Este fenómeno normalmente no

aparece como causa inicial de la alteración del

medicamento,pero en algunos casos puede intervenir
en los procesos de degradación.

Un ejemplo de polimerización que tiene cierta impor-
tancia afecta a las disoluciones de antibióticos

(3-lactámicos,con un grupo amina en su cadena lateral
como la ampicilina.Este antibiótico forma uniones
amíd.icas en las que interviene el grupo amina de
la cadena lateral y el grupo carbonilo del anillo

(3-lactámico, generándose distintos ordenes de polime-
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rización.

-Fotolisis:

La luz puede actuar de agente desencadenante de
reacciones de descomposición,denominadas de fotolisis.
Estas reacciones de tipo fotoquimico están condiciona
das por la energia transportada por el quanto de

luz que depende de la frecuencia o longitud de onda
de la radición actuante £. = a H £

En las reacciones fotoquimicas cabe distinguir entre

los procesos primarios y secundarios.En los primarios
los fotones actúan como reactivo pudiéndose estable-
cer el concepto de rendimiento cuántico,
cociente entre el número de moléculas descompuestas

y el número de fotones absorbidos

por el

nQ_moléculas-descompuestas
n2 fotones absorbidos

R

El valor máximo del rendimiento cuántico es la unidad

y representa el caso en que cada uno de los fotones
absorbidos se corresponde con una molécula descompues

ta.Evidentemente una mayor intensidad de radiación

redundara en una mayor velocidad con total independen
cia de la temperatura ambiente.

Los productos resultantes de este proceso primario

pueden ser inestables en el medio en que se encuen-

tran y desencadenar una serie de reacciones térmicas,

que se conocen como procesos fotoquimicos secundarios,

ya que sin ser verdaderos procesos fotoquimicos
tienen lugar totalmente condicionados por los proce-

sos primarios que son los que han generado las molécu

las,radicales o iones, que determinan estas reacciones.
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-Catálisis:

Los catalizadores tienen una gran influencia en

la estabilidad de los medicamentos,ya que su presen-

cia a veces exigua en cantidad, es suficiente para

disminuir la energia de activación y por tanto aumen-

tar la velocidad de reacción.

Las principales propiedades de los catalizadores
son:

-No afectan a la posición del equilibrio en una

reacción reversible.

-Toman parte en la formación del complejo activado,

aunque aparecen quimicamente inalterados al final
de la reacción,por ello no se consume a lo largo
del proceso.

-Fequeñas cantidades son suficientes para producir
efecto.

Cabe resaltar entre los catalizadores que contribuyen
con más frecuencia a la degradación:
-Los iones metálicos que en muchos casos se halla
como impurezas.

sobre todo los iones H+ y OH- que activan las

reacciones de hidrólisis,asi como ciertos aniones

que a veces están presentes para la regulación del

pH.

-y

-Influencia del disolvente:

El disolvente en muchos casos no es puramente un

medio inerte donde tiene lugar la reacción,sino

que actúa directamente en la misma, sea como reactivo
o como catalizador.Por esta razón no se puede extrapo

lar los resultados de una cinética realizada en

un disolvente determinado a otro disolvente.
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3.1. DEGRADACION EN DISOLUCION.

Métodos isotérmicos.

En los estudios de estabilidad basados en la aplica-
ción de la cinética química a substancias en disolu-

ción, los datos experimentales que normalmente se

manejan son las concentraciones de substancia inalte-
rada en función del tiempo y de la temperatura, para

diversos procesos de degradación isotérmica.

La disminución de concentración que experimenta
la substancia en estudio, en la unidad de tiempo,

expresada por la derivada:

V = - dC/dt

corresponde a la definición de velocidad de reacción

y su dependencia a temperatura constante respecto

a la concentración de substancia presente, permite
definir el orden de reacción como el exponente del

factor concentración en la expresión de dicha velo-
cidad

- dC/dt = K-Cn

donde K es una constante de gran importancia en los

estudios de cinética formal, que se

el nombre de "velocidad especifica de reacción".

conoce con

Si se sabe de antemano el orden aparente del proceso
de degradación, se puede formular una correlación
de tipo lineal entre una adecuada función de la

concentración y los tiempos, cuya pendiente es fun-
ción de la temperatura. En la mayor parte de los

casos los datos se ajustan bien a la ecuación:

ln C = ln Co - kt

En los casos en que dicha correlación no se cumple,
se pueden ensayar las ecuaciones propias de otros
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órdenes, obtenidos por integración de las respectivas

ecuaciones diferenciales.

i-o.s"-1 i 1 -os"-11 i i
*sos—••

4 » 0.5 Cft
tS0‘ (c

0,5B579V^

*90*?TT * k *(n-1)Ctn*' * |n-1)C£
- C0 - kt

n
(r.-no,;n_'c"'!

. 0,1 c0
*90s ——0

0,10263015 *50" '90*2\^ • 2N/C¡- kt. k k

. 0,69315
*50= k

. . 0,10536
*90"“V

0,10619

1 lnCt » lnC0 - kt

r- "7=^Vc7 Vc^
1 1

..

. 0.82843
*50" k^

*50"-kt

. 2 *90=1.5

«90^2 kCo

Ecuaciones
diversos órdenes de reacción, referidas al principio
activo (C) (23).

cinéticas generales y correspondientes a

Si solo se disponen de los datos que afectan a la

primera parte de la descomposición, resulta muchas
veces dificil discernir entre los diversos órdenes

de reacción. Para poderlo hacer con seguridad es

recomendable sobrepasar el 60% de alteración.

El aspecto de mayor trascendencia que se relaciona
con el orden de reacción es la dependencia de la

velocidad especifica con la concentración inicial.
Solo en las reacciones de primer orden las constantes

de velocidad son independientes de dicha concen-

tración.

Las ecuaciones integradas del cuadro anterior permi-
ten definir unos parámetros característicos del

proceso cinético, tales como los tiempos de vida
media, que corresponden a la alteración del 50%
de la cantidad inicial presente, y los valores t

90 '
que se refieren a la descomposición del 10% de dicha
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cantidad.

En el cuadro de la página anterior se dan las fórmu-
las que permiten calcular dichos intervalos de tiempo
en los que se pone de manifiesto que tan solo las

degradaciones de primer orden son independientes
de la concentración inicial.

En tecnología farmacéutica se conoce con el nombre
de tiempo de validez de un medicamento el valor
de tgQ, referido a la temperatura de 25QC.

Al margen de la significación legal que dicho indice

puede tener, sirve como punto de comparación para

valorar la estabilidad en los distintos medios en

los que la substancia puede conservarse.

de degradación acelerada propuesto

por Garret (26), se basa en la ecuación de Arrhenius,

que en la forma logarítmica se expresa en la forma:

El método

ln K = ln A - (Ea/Rt)

Dicha ecuación permite deducir de los valores obteni-

dos para la constante de velocidad a distintas tempe-

raturas, por un método de regresión lineal, el valor
de la pendiente Ea/R" y la constante de velocidad

a 25QC. Conocido el valor de K25 se calcula el tiempo
de validez por la fórmula:

1

tiempo de validez = ln(100/90)
K25

Al realizar el anterior estudio es conveniente efec-

tuar simultáneamente una comprobación del cumplimien-

to de la ecuación de Arrhenius, ya que si bien para

una reacción cinéticamente simple es muy probable que

la ecuación de Arrhenius se cumpla, si la cinética

global se debe a un conjunto de reacciones simultá-
neas competitivas que cumplen separadamente la ley
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de Arrhenius, la cinética aparente del conjunto
puede no cumplir la relación, a no ser que una de

las reacciones predomine sobre las demás o que todas
tengan energías de activación del mismo orden. @7)

Por ello recomendamos evitar, por lo menos cuando

el cumplimiento de la ecuación de Arrhenius no es

conocida de antemano, el manejar solo tres tempe-
raturas.

Tanto en el cálculo de las constantes de velocidad

especifica, como en el de la energía de activación,
se deben utilizar los métodos estadísticos de optimi-
zación de resultados para extraer toda la información

posible de los datos experimentales.

Cabe resaltar dos puntos referidos a este tipo de
cálculos:

- Las constantes de velocidad especifica son magnitu-
des estadísticas obtenidas por optimización que

llevan implícitos n-2 grados de libertad estadis-

tica, siendo n el número de determinaciones efec-

tuadas en cada cinética.

- En el proceso de regresión lineal se deben intro-
ducir coeficientes de ponderación inversamente

proporcionales a la varianza con que se conocen

los datos experimentales manejados.

Estas ideas generales son aplicables también al
tratamiento estadístico de los datos en procesos

de regresión no lineal.
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Métodos no isotérmicos.

Los métodos no isotérmicos consisten fundamentalmente

en someter una muestra del producto problema a un

programa de temperaturas, previamente determinado,
de modo que esta aumenta de forma continua desde

la temperatura ambiente hasta una temperatura relati-

vamente elevada.

Con estos métodos puede predecirse la estabilidad
en tiempo muy breve y con relativamente poco trabajo

experimental.

El fundamento teórico es el siguiente:

Ya hemos visto que-en el método clásico o isotérmico,

para hallar el tiempo de validez se utiliza la ecua-

ción de Arrhenius. Si en lugar de operar a tempera-

tura constante, se opera de modo que T vaya variando

de valores con el tiempo según un programa predeter-

minado, podremos escribir la ecuación de Arrhenius
de la forma siguiente:

-Ea/Rf(t)K = A e

donde f(t) es una función del tiempo.

Esta función es distinta según el método elegido, asi

por ejemplo Rogers (28) emplea la ecuación:

1/Tt = 1/To - a ln(1+t)

Eriksen y Stelmach (29):

1/T = 1/To - at

y Zoglio (30):

Tt = To + at
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En todas estas ecuaciones To representa la temperatu-

ra inicial, T la temperatura en el tiempo t, a es

una constante que se elige arbitrariamente en cada

proceso.

Una vez elegido el método que más nos interesa,

y sabiendo el orden de la reacción que tiene lugar,
no hay más que substituir, en la ecuación propia
del orden de reacción, el valor de K por el obtenido
a partir de la ecuación de Arrhenius puesta en fun-
ción del tiempo. Integrando la ecuación obtenida
se llega a una fórmula que permite relacionar lineal-
mente expresiones que son función de los datos expe-

rimentales de concentración y temperatura. A partir
de la regresión lineal efectuada es posible calcular
la energia de activación y el valor de Ko a la tempe-

ratura ambiente con lo que se puede conocer el tiempo
de validez.

Este método no isotérmico no da buenos resultados

cuando la velocidad de alteración tiene valores

extremos y en general tiene la ventaja de la rapidez

y el inconveniente de presentar menor exactitud.
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3.2. REACCIONES EN FASE HETEROGENEA.

Las reacciones en fase heterogénea son las que tienen

lugar entre cuerpos de diferente estado fisico y

fundamentalmente en las superficies de contacto.
En estabilidad de medicamentos, sin embargo, se

incluyen en este grupo todas aquellas reacciones

que tienen lugar en formas farmacéuticas que no

son solución, independientemente de si el proceso

degradativo tiene lugar solamente en la superficie
de contacto o tiene lugar en el seno de una de las
fases merced a la difusión o disolución de otra

en ella.

De las diferentes variedades posibles se han descrito
en medicamentos:

- Reacciones liquido-liquido: como en emulsiones.
- Reacciones liquido-sólido: por ejemplo en suspen-

siones y formas farmacéuticas sólidas en las que la
fase liquida es el agua de humedad.
- Reacciones gas-sólido: en formas en las que el
aire es la fase gaseosa.

- Reacciones sólido-sólido: cuando una substancia

sólida se deposita sobre un soporte también sólido,

(excipientes en granulados y comprimidos).

La alteración de la substancia depositada sobre
una placa de silicagel es un caso notable de este

tipo de alteración en fase heterogénea.

Los estudios teóricos sobre los mecanismos a través

de los que las substancias en estado sólido sufren

procesos de degradación, llenan una importante parce-

la de la moderna bibliografía sobre cinética quimi-
ca (31 ,32 , 33,34,35)

Evidentemente no es posible llegar en este tipo de

estudios a la simplicidad y precisión de conceptos

que se alcanzan cuando se describen los procesos
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que tienen lugar en medios homogéneos liquidos o

gaseosos.

Los conceptos básicos utilizados en cinética quimica,

tales como velocidad de reacción, constante de velo-

cidad especifica, orden de reacción, energia de

activación, etc., se emplean solamente con carácter

analógico, ya que no es posible definir de forma
correcta el concepto de concentración, al que están

matemáticamente vinculados todos estos datos ciné-

ticos.

Todo ello limita la posible generalización de estos

estudios, de manera que más que un planteamiento
unificado de este tipo de reacciones, es más útil

abordar una serie de casos concretos, muchos de

los cuales son susceptibles de ser aplicados a toda
una serie de casos análogos, y con ello llegar a

cierto nivel de generalización.

Los sólidos cristalizados presentan una gran resis-
tencia al ataque químico, por esto las imperfecciones
en la red cristalina juegan un importante papel
en los procesos de degradación en estado sólido.

Muchas veces la difusión de un reactivo en el inte-

rior del cristal es el factor que controla la veloci-

dad , y dicha difusión solo es posible a través

de los defectos de estructura y grietas que la propia

degradación genera en el cristal.

Un cristal presenta en su superficie y también en

cierta medida, aunque con mucha menor frecuencia,

en su interior, moléculas, que por su especial sitúa-
ción en la red, presentan mayor reactividad o inesta-
bilidad. Dicho de otro modo son moléculas que preci-
san una energia de activación mucho más pequeña

que el conjunto de las demás moléculas, y por ello
su eventual transformación está favorecida. Evidente-
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mente la especial situación de estas moléculas se re-

laciona con la existencia de efectos de diversa

Índole en la red cristalina.

El comienzo de las reacciones en el estado sólido se

inicia en estos puntos, pero cuando alguna de estas
moléculas se transforma, se produce un debilitamiento
de las moléculas vecinas, propagándose según direc-
ciones determinadas por la estructura del cristal,
la situación de inestabilidad.

Las reacciones más importantes que tienen lugar
en medio sólido son:

- Reacciones fotoquímicas: en las que interviene
la energía radiante, por lo menos en su iniciación.
- Reacciones sólido-gas: entre las que son particu-
larmente importantes las que se originan por el

oxígeno del aire o por el vapor de agua atmosférico.
- Reacciones de isomerización o descomposición: se

dan sin concurso de reactivos o agentes externos,

originan también en los centros activos

que facilitan el proceso de activación molecular.
Estas reacciones podrían también considerarse en

medio homogéneno si se partiese de cristales puros,

pero cuando se inicia la alteración se pierde la

homogeneidad automáticamente.

pero se

Cuando un sólido disuelto en un disolvente volátil

se deposita sobre un soporte sólido, se puede suponer

que las moléculas de la substancia depositada quedan
formando microcristales o moléculas activas, en

contacto con los cristales del sólido que hace de

soporte. En estas condiciones, la substancia deposi-
tada, se encuentra muy propensa a sufrir los princi-

pales procesos degradativos, con intervención de

agentes externos, tales como oxígeno, luz, humedad,

etc., o sin dicho concurso, cuando las reacciones

a que da lugar son de simple isomerización o descom-

posición.
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La inestabilidad de las moléculas depositadas sobre

soportes sólidos dependen, no tan solo de su propia
naturaleza y de los agentes externos que actúan

sobre ellas, sino también de la naturaleza del sopor-

te, ya que en la mayor parte de los casos su papel
no es meramente pasivo, sino que por su estructura

presenta también zonas activas que de forma cataliti-
ca inducen las reacciones de la substancia que sus-

tentan.

Las curvas que representan la progresión de la reac-

ción a lo largo del tiempo, en medios sólidos, pueden

tipificarse por uno de los dos esquemas siguientes:

X

t
1.- Se inician a una gran velocidad y

luego se aproximan asintóticamente a peque-

velocidad a su realización completa.

X

t
2.- Se inician muy lentamente, definiendo
un periodo de aceleración bastante rápido y

acaban en un periodo de decaimineto. Pre-

sentan una forma sigmoidea característica.
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Las curvas del primer tipo responden a procesos

condicionados por los centros activos, que progresi-
vamente se van agotando. Las del segundo tipo, menos

frecuentes, se relacionan con mecanismos de propaga-

ción en cadena y que reauieren un periodo de induc-
ción. Las reacciones inducidas fotoquimicamente
suelen dar curvas de esta naturaleza.

Sobre soportes sólidos se ha visto experimentalmente

que, en muchos casos, la descomposición se ajusta
a varias cinéticas de primer orden superpuestas (36).



4.- METODO ANALITICO.
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4. METODO ANALITICO.

El objetivo fue hallar un método analítico adecuado

para la valoración de la Itanoxona pura y en presen-

cia de productos de degradación, que se pudiera lie-
var a cabo en el laboratorio y que fuera suficiente-

mente preciso y exacto.

El método que reunía dichas características se basaba

en una determinación espectrofotométrica de la Ita-

noxona, previamente separada de sus productos de

degradación por cromatografía en capa fina (C.C.F.).

4.1. ESPECTROFOTOMETRIA ULTRAVIOLETA.

Antes de iniciar el estudio analítico cuantitativo

de la Itanoxona, basado principalmente en la absor-

ción de la luz UV a 266 nm, se ha realizado una

comprobación previa de la Ley de Lambert Beer, para

dicha substancia.

Como es sabido, la Ley de Lambert Beer relaciona

la absorbancia (A) con la concentración (c) de subs-

tancia absorbente y el espesor de absorción (1),
mediante la relación:

A = £ • c. 1

siendo £ la absorbilidad molar que se expresa en

l.mol l.cm ^. £ es pues una característica cuantita-
tiva de la sustancia y es función de la frecuencia.

Para una misma substancia y para una misma longitud
de onda se puede expresar la igualdad anterior, por:

A = m.c

siendo m una constante, ya que 1 y £ serán constan-
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ITANOXONA

13'8 mg

I
Etanol (Uvasol)

hasta 100 mi (matraz aforado)

1
138 mcg/ml Itanoxona

II

1'2l'O0'6 0'7 0'80'5
mi mimimi mimi

T
hasta hasta hasta

10 mi 10 mi 10 mi

hasta hasta

10 mi 10 mi

hasta

10 mi

ll'O 13'8

^/Ag/ml ^ag/ml y^g/ml ^/ug/ml

16'66'9 8'3 9'7

/¿g/ml /jg/mlIII

II: Pipeta graduada de 2 mi (Tolerancia ±0'01).
III: Matraz aforado de 10 mi (Tolerancia ±0'025).

Figura 18:

Esquema representativo del procedimiento seguido, asi como del
material voluntótrico empleado, en la preparación de diferentes
diluciones de Itanoxona.
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tes para una misma frecuencia.

La constancia de m, o sea A/c, es por consiguiente
una exigencia de la Ley de Lambert Beer y las varia-
ciones experimentales que observamos en este cociente
solo pueden ser admitidas como compatibles
la misma, en el caso de que sus oscilaciones aire-

dedor del valor estimado estadísticamente por la

pendiente de la recta de regresión, estén comprendí-
das dentro del campo del error experimental con

que se han obtenido los datos de absorbancia y de
concentración.

con

Parte experimental:
Se preparan dos series de disoluciones etanólicas
de 6'9, 8'3, 9'7,11'0, 13'8 y 16'6 y^g/ml de concen-
tración, partiendo de una misma solución. Las medidas
de absorbanciaise realizan en la región UV (266 nm)
de un espectrofotómetro de doble haz (Perkin Elmer

modelo 356).

El método utilizado para obtener las correspondientes
diluciones se esquematiza en la figura 18.

El material volumétrico utilizado es de la clase

internacional A (Clasificación Internacional de

vidrio de laboratorio) y las tolerancias indicadas
han sido dadas por la casa constructora.

Las distintas diluciones se llevan al espectrofotó-
metro donde se valoran a 266 nm.

19,Los resultados se dan en la tabla y a partir
de ellos se han construido las rectas de regresión

la estimación de las pen-

los coeficientes de correlación y las des-
viaciones estandard respectivas.

(Figs. 20 y 21) y determinando

dientes,
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ABSORBANCIAS(A)CONCENTRACIONES ( c)

Serie 1 Serie 2mcg/ml

0'427

0 1 510

0'590

0'4326'9

0'512

0'599

0'688

8'3

9'7

ll'O

13'8

0'680

0'845

Í'OIO

0'840

1'01316'6

COEFICIENTES DE LA RECTA DE REGRESION

0'0042

0'9958

0'0081

0'9923

0 1 06141

SIGMA =

r =

0'06120P =

Tabla 19:

Valores de absorbancia (A) a diferentes concentracio-

nes (c), y coeficientes de la recta de regresión

que pasa por el origen de coordenadas.
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ABSÜRSANCIA

1

0.6

0.6

0.4

0.2

0

ITANOXONA mcg/ml

Y » 0.00000 + 0.06120 * X

R-SQR
0.9958

DES.ESTANDARD
0.0042

Figura 20:
REPRESENTACION DE LAS A8S0RBANCIAS A DIFERENTES CONCENTRACIONES
DE ITANOXONA. (SERIE 1 DE LA TABLA 195.



61

ABSORBANCIA

1

0.8

0.6

0.4

0.2

0

0

ITANOXONA yüLg/m[
0.06141 * XY « 0.00000 +

DES.ESTANDARD
0.008!

R-SQR
0.9923

Figura 21:

REPRESENTACION PE LAS ABSORBANCIAS A DIFERENTES CONCENTRACIONES
PE ITANOXONA. CSERIE 2 DE LA TABLA 19 X
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Resultado. Cálculo de errores:

Seguidamente se calculan los límites de error absolu-
to experimental que pueden aceptarse para los valores
hallados de A/c.

Para ello se calculan, previamente, los errores

relativos de A, para calcular después los de c;

la suma de ambos nos dará el error relativo de A/c.

Por una sencilla transformación hallaremos finalmente

el error absoluto de A/c.

1. Errores relativos de A:

Estos valores se dan en la tabla para cada
una de las series. Se parte de la base de

que el error cometido en la lectura de la
absorbancia es de +/-0'005. Los valores se

obtienen dividiendo 0'005/A y multiplicando

por 100 para expresarlo en porcentaje.

2. Errores relativos de c:

Los errores cometidos en la preparación de
la solución primera o de referencia, asi como

el paso I (ver Fig.j 18 ), afectarán por igual
a todas las diluciones finales y por

no deberán ser tomados en consideración; en

cambio los que verdaderamente nos interesan
son los cometidos en las fases II y III, por

ser independientes entre ellos y poder producir

aparentes desviaciones del valor A/c. El error
relativo total (Er) cometido en la preparación
de cada una de las diluciones, se

tomando los errores relativos (er) habidos

en II y III.

ello

obtiene

Er = er (II) + er (III)

En la tabla 23 se dan dichos errores relativos
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A/c . 1000CONCENTRACION

Serie 1 P1 Serie 2J/Q/ml (c) P2

611 88

61'44

60'82

62'616'9

8'3 61'69

61'349'7

61'20ll'O

13 1 8

16'6

61'82

61'32

60*84

62'54

60*87

61'02

61*41

Tabla: 22

Valores de A/c . 1000 para las distintas concen-

traciones. Asimismo se expresan las pendientes
(P . 1000) para cada una de las series, de las rec-

tas de regresión que pasan por el origen de coordena¬
das.
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CONCENTRACION ERRORES RELATIVOS DE A

yU.g/ml Serie 1 Serie 2

6'9 1'16%

0'97%

0'84%

0'73%

0'59%

0'49%

1'17%

0'98%

0'85%

0'73%

0'59%

0'49%

8'3

9'7

ll'O

13'8

16'6

Tablas 23

Errores relativos de A, expresados en porcentajes.
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expresados en porcentajes.

Errores relativos de A/cs3.

Se obtienen sumando los Er de A más los Er de

c. Se expresan también en la tabla 24 .

Errores absolutos de A/cs4.

Los errores absolutos de A/c se calculan multi-

plicando el correspondiente error relativo por

el valor optimizado de dicho cociente, dado por

la pendiente de la recta de regresión, hallado

y dividido24 ),para cada serie (ver tabla

por 100.

Ea = Er . P

Siendo P el valor de la pendiente de la recta

de regresión que pasa por el origen, estimado
mediante la fórmula (37)s

P = C(A.c)/£.c2

Discusión:

En las figuras 25 y 26 se representan los valores de

A/c para cada una de las series. La linea de trazos

representa el valor estimado de la pendiente de

la recta de regresión que pasa por el origen.

Se puede comprobar como los puntos hallados caen

dentro del margen de error absoluto calculado.

Conclusiones:

Todo esto indica que dentro del margen de error

experimental no se detecta ninguna discrepancia
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respecto al cumplimiento de la ley de Lambert Beer y

por tanto, el suponerla válida, no nos va a produ-
cir ningún aumento del error experimental.

Técnica espectrofotométrica aplicada a mués-4.1.1.

tras turbias.

El método analitico que se ha puesto a punto, para

realizar el trabajo experimental, basado en elución
de los spots obtenidos por C.C.F., queda substancial-

mente mejorado si se puede hacer la lectura en

el espectrofotómetro,sin necesidad de realizar ningu-
na filtración previa para evitar los efectos de

difusión de la luz, producida por las partículas
de silicagel que hayan podido quedar en suspensión.

El espectrofotómetro Perkin Elmer modelo 356, permite
realizar la lectura de absorbancia de mezclas turbias

y por ello ha sido empleado en todo nuestro trabajo.

Fundamentos

El espectrofotómetro Perkin Elmer modelo 356, aunque

puede funcionar en doble haz y doble longitud de
onda para trabajos especiales, también se puede

emplear como la mayoría de los espectrofotómetros
convencionales en doble haz y una sola longitud
de onda. Para nosotros, el interés de este aparato

radica en el hecho de presentar dos compartimentos

para las muestras, tal como se ve en al Fig. 27 .

El compaartimento secundario, que se usa normalmente

para muestras transparentes, está situado a unos

25 cm del fotomultiplicador, en tanto que el compar-

timento primario, ideado para colocar en el las
muestras turbias, está situado a una distancia de

hasta 3 mm del detector, con lo que las perdidas de

luz por difusión quedan prácticamente eliminadas.



70

PRIMARY
SAMPLE
COMPARTMENT

SECONDARY
SAMPLE
COMPARTMENT

xi DETECTORxi

X2 v\ 2 SAMPLE
CELL

*

%

Fig. 27



71

rm i

aiS r >

fSi
i i

.. KJ1
*1 \

\

I

*

y

)

OErtCTOH

sc£i!LLe

P'ig. 28



72

En la Fig. 28 se ve el efecto que tiene sobre las

pérdidas de luz por difusión, la distancia entre

la muestra y el detector; esta pérdida es proporcio-
nal al cuadrado de dicha distancia.(*38,39 )

Aplicación al análisis de la Itanoxona.4.1.2.

Hemos realizado una serie de ensayos, con el espec-

trofotómetro Perkin Elmer modelo 356, encaminados a

establecer, sobre una base experimental,1 la pos ib i-
lidad de medir las absorbancias de las muestras

de Itanoxona en etanol, resultantes de la elución
de porciones de cromatofolio que contienen dicha

substancia, sin necesidad de realizar una filtración

previa.

Se han comparado las absorbancias de una serie de

muestras, que contienen la misma cantidad de Itanoxo-

na, colocándolas directamente en el compartimento

primario o bien colocándolas en el compartimento
secundario previa filtración. Los resultados obteni-

dos se relacionan en la tabla 29 y ponen de manifies-

to, que dicha filtración previa es innecesaria al
utilizar este modelo de espectrofotómetro.

Se ha estudiado en una misma muestra, el efecto

de la posición de la cubeta, realizando de la misma,
cuatro lecturas:

Compartimento secundario.
Agitación reciente de la muestra.

I

II Compartimento secundario.
Decantación previa de la muestra.

III Compartimento primario.

Agitación reciente de la muestra.
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Método muestra turbiaMétodo convencional

Compartimento primarioCompartimento secundario

0'395

0'285

0'285

0'172

0*130

0'120

0*410

0'286

0'282

0'178

0'130

0'120

Tabla 29.

Resultados de la comparación del método convencional
con el método para muestras turbias.
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IV Compartimento primario.
Decantación previa de la muestra.

Resultados obtenidos:

Compartimento

primario

Compartimento
secundario

I 1
Decantación Agitación

previa

DecantaciónAgitación
previa

0'1200'115 0'1200'130

Con ello se pone de manifiesto la constancia de
la lectura en el compartimento primario y la influen-
cia de la agitación en el secundario.
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4.2. CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA CUANTITATIVA.

En la escasa bibliografía existente (12 ,13 ,15 ) se

recurre ampliamente a la C.C.F. para la separación
de la Itanoxona de impurezas y de productos de degra-

dación, que puedan acompañarla. No se cita una sis-
tematizción de valoración cuantitativa por extrae-
ción de las manchas aisladas que corresponden a

la substancia en cuestión , recurriendo, para la
valoración cuantitativa, a métodos más complicados,
como la cromatografía de gases.

En nuestro departamento se ha puesto a punto un

método de determinación cuantitativa de productos

separados por cromatografía en capa fina (4v0 ), que

ha demostrado una gran eficacia, siempre que el

eluyente no sea acuoso, habiéndose aplicado con

éxito a la vitamina D3, dexametasona, etc.

La buena solubilidad en etanol de la Itanoxona,
su espectro UV y las características cromatográfi-
cas que permiten una cómoda separación de los pro-

ductos que la puedan acompañar o impurificar, nos

han llevado a intentar la aplicación de dicha téc-
nica a la Itanoxona.

Los dos principales problemas que presenta este método
de elución son:

1.- La operación de arrancar el polvo impreg-
nado de substancia, de la placa, sin que se

produzcan pérdidas.
La obtención de una solución totalmente

transparente, para su posterior lectura en

el espectrofotómetro.

2.-

La primera se ha superado con el empleo de cromatofo-
lios Merck, que ofrecen la ventaja de poder ser

recortados sin necesidad de tener que desprender
el polvo del soporte metálico.
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La segunda se ha solucionado con el empleo de un es-

pectrofotómetro de doble haz y de doble longitud de
onda (Perkin Elmer modelo 356 ) que permite obtener

los espectros de mezclas turbias, por una especial
disposición de la muestra en relación con la célula
detectora, que impide la pérdida de intensidad,
por efecto de la luz difundida.

4.2.1. Aplicación al análisis de la Itanoxona.

Material.

- Cámara cromatográfica Desaga.
- Cromatofolios Merck F 254 (Kiesegel 60 F 254).
- Jeringuilla Hamilton de 0,1 mi.
- Itanoxona sintetizada por el laboratorio Pierre
Fabre.

- Cloroformo Merrck.

- Metanol Merck.

- Etanol Uvasol Merck.

- Lámpara Uvatón 254 y 360 nm.
- Espectrofotómetro Perkin Elmer modelo 356.
(Doble haz y doble longitud de onda).

Método.

Se parte de una solución de Itanoxona en etanol
cuya concentración esté comprendida entre 0,1
1 mg/ml.

El proceso a seguir consta de las siguientes fases:

1. Aplicación:
Sobre un cromatofolio de silicagel se realizan
cuatro siembras de 100 ;ul cada una, de la disolu-
ción anterior, utilizando para ello una jeringui-
lia Hamilton especial, que por medio de un tope
aspira cada vez una cantidad constante y gradúa-
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da, de disolución.

2.Secado:

Una vez hechas las siembras se seca el cromato-

folio, por medio de una corriente de aire frió.

3.Desarrollo:

Se introduce el cromatofolio en una cámara de

Desaga, herméticamente cerrada, que contiene
como líquido de desarrollo metanol/cloroformo:

15/85. Se espera a que el frente esté a unos

dos centímetros del borde de la placa (unos 15
centímetros de desarrollo).

4.Secado:

Se seca la placa, por medio de aire caliente,
durante unos cuatro minutos.

5.Revelado:

Por inhibición de fluorescencia con lámpara UV

de 254 nm. En este momento se procede al enmarcado

de los spots, con un lapicero. Mantener la placa

bajo la luz UV el menor tiempo posible.

6.Recortado:

Una vez los cromatofolios secos, se procede al

encuadramiento de las manchas, procurando que

éste sea equisuperficial. Se deberá encuadrar

también, una porción a la misma altura y de la
misma superficie, que no contenga ninguna substan-

cia, la cual servirá de blanco para la ulterior
lectura en el espectrofotómetro. Seguidamente

y por medio de tijeras, se recortan los corres-

pondientes cuadros.

7.Extracción:

Una vez encuadradas y recortadas las manchas

y el blanco, se van introduciendo en sendos tubos
de unos 10 mi de capacidad, con tapón de rosca,
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Vertemos mediante pipeta, 5ml de etanol (Uvasol)
en cada uno de ellos y una vez tapados se agitan.
A continuación se introducen en la nevera (52C+/-1),

durante un tiempo minimo de una hora. Pudiéndose

dejar de un dia para otro, sin que ello sea causa

de error.

8. Determinación espectrofotométrica:
Empleando el espectrofotómetro Perkin Elmer modelo

356, en su disposición especial para mezclas turbias,

y calibrando el aparato con el blanco, se procede
a la lectura directa de las muestras, de las que

por comparación con un patrón o por el coeficiente
de absorbilidad, se puede determinar la concentración
de las muestras. Se toma como resultado del análisis

el valor medio de tres ensayos paralelos, obtenidos
a través de una misma placa. La cuarta muestra sem-

brada se mantiene sin recortar y se conserva como

control.

Las desviaciones observadas en relación al valor

medio de los tres ensayos son siempre inferiores

al 1%.
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4.3. VALIDACION DEL METODO.

Para llevar a cabo la validación del método se han

realizado las siguientes experiencias:

- Tiempo de elución.
- Reproductibilidad.
- Exactitud.

- Linealidad.

- Compatibilidad analitica con sus productos
de degradación.

Todo ello ha permitido considerar como válido el
método analitico que se ha desarrollado.

Tiempo de elución.4.3.1.

Se ha estudiado la velocidad con que las porciones
de cromatofolios ceden la Itanoxona al medio etanóli-

co.

Como se pone de manifiesto en el gráfico 30 , en

una hora la porción de cromatofolio ha cedido el

100% de la cantidad de Itanoxona que tenia adsorbida.

Normalmente el tiempo de elución que empleamos es

muy superior, si bien se mantiene el tubo de elución
en la nevera para evitar que tengan lugar procesos

de degradación.

En el ejemplo que se reproduce en la figura 31 se ha

comparado la lectura obtenida por elución sin agita-
ción a temperatura ambiente, con la lectura que

se obtiene al realizar la elución en la nevera con

una ligera agitación antes de ser leida en el espec-

trofotómetro, obteniéndose resultados idénticos.
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ELUCION DE LA ITANOXONA EN FUNCION DEL TIEMPO

DATOS EXPERIMENTALES

YI XI
0.0401
0.352
0.56
0.63
0.655
0.662
0.662
0.667
0.667

103
154
205
256
307

8; 40
609:

E-l ABSORBANCIA
8.00

7.08

4 4
6.00

5.00

4.00

3.00

2.00

1.00

0.00

MINUTOS
-1.00

-2.00

4.00-2.00 6.00 E+l

FIG.: 30

CURVA DE ELUCION DE LA ITANOXONA EN PLACA DE SILICAGEL EN FUN-
CION DEL TIEMPO.
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SOLUCION ITANOXONA

I
Cromatografía en

capa fina

I
Extracción

/
Lectura después de
1 hora con agitación
(Método convencional)

Lectura realizada
cada 5 minutos sin

agitación
1T

Absorbancia leida
0.660

Absorbancia final
leida: 0.660

Fig.: 31

Se compara la lectura obtenida por elución sin agita-
ción a temperatura
obtiene cuando se hace la extracción en la nevera con

agitación.

ambiente,con la lectura que se
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Reproductibilidad.4.3.2.

Se ha comprobado que al aplicar la técnica anlitica
independientemente a partir de la misma disolución se

obtienen resultados concordantes.

Para mejorar la reproductibilidad se utiliza en

todas las valoraciones el valor medio de tres deter-

minaciones paralelas, obtenidas por siembras de
la misma disolución sobre la misma placa. Las desvia-
ciones del valor medio en cada conjunto de estos

tres resultados son siempre inferiores al 1%.

En la tabla 32 se da una serie de valores obtenidos

a partir de muestras de distinta concentración,

representado agrupadas, de tres en tres, las absorban-
cias obtenidas a través de una misma placa.

Se han estudiado estadísticamente los resultados

obtenidos por aplicación del método analítico que

corresponde al valor medio de tres ensayos paralelos.

En la tabla 33 se dan las varianzas y desviaciones

estandard, referidas a cada una de las muestras

estudiadas, y la varianza combinada asi como su

desviación estandard. Para ello se han utilizado

todos los datos de las distintas muestras conjunta-
mente.

Esta última varianza, que trata de establecer una

medida de la reproductibilidad del método utilizando
toda la información disponible, se ha podido obtener
al comprobar por aplicación del test F de Fisher,

que todas la varianzas de las distintas muestras
son del mismo orden.

La aplicación del test de Fisher se resume en la

tabla 34 , en la que aparecen los coeficientes F de

comparación entre las varianzas, junto con los crite-
rios de significación para un nivel de probabilidad
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TABLA : 32

CROMATOFOLIOS

MUESTRAS

A C D EB F

0'410 0'415 0'415 0'410 0'412 0'410

0'410 0'410 0'410 0'410 0'410 0'413

0'400 0'407 01405 0'410 0'407 0'410

1

VALOR

014066 0'4106 0'4100 0'4100 0'4096 0'4110MEDIO

0'679 0'680 0'680 0'685

0'677 0'680 0'679 0'680

0'690 0'680 0'680 0'680

2

VALOR

0'6820 016800 0'6796 0'6816MEDIO

0'720 0'720 0'720

0'722 0'730 0'728

0'725 0'725 0'725

3

VALOR

0'7223 0'7250 0'7243MEDIO

1'222 1'222 1'222

1'222 1'222 1'2304

1'230 1'222 1'210

VALOR

112246 112220 1'2207 .
MEDIO
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MUESTRAS VX c~

-3 -6
1 O ' 4096

O ' 6808

O '7239

112224

1'567 . 10

1'177 . 10

2'455 . 10

1'386 . 10

11963 . 10

3'944 . 10

-3 -6
2

-3 -6
1'401 . 10

1'986 . 10

3
-3 -6

4

-6
VARIANZA COMBINADA = 2'432 . 10

DESVIACION ESTANDARD COMBINADA = 1'559 . 10
-3

Tabla : 33

Se dan las varianzas (V) y desviaciones estandard

(O" ) referidas a cada una de las muestras estudiadas,

asi como su varianza y desviación estandard combina-
da.
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= V1/V2 = 1'772F1.2

F < 9'014

P = 95%

= V1/V3 = 1'251F1.3

F < 19'296

P = 95%

= V4/V1 = 1'606F1.4

F < 5'786

P = 95%

Tabla : 34

Valores del coeficiente F al comparar las distintas

muestras para probabilidad (P) de obedecer las mismas
fluctuaciones estadísticas.
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del 95%.

Como resumen de este estudio estadístico podemos

establecer los limites de confianza de los valores

obtenidos para un nivel de probabilidad del 95%

multiplicando la desviación estandard por el coefi-
ciente t de Student, que corresponde a los grados
de libertad utilizados, 12 en nuestro caso.

. !0-3'559-

t = 2'1788

Limites de confianza = +/- 0'004

Exactitud.4.3.3.

Se han comparado las absorbancias de muestras de

Itanoxona pura, de la misma concentración, obtenidas

por disolución directa en etanol y por elución de
cromatofolios según el método analítico propuesto.

Las discrepancias son del orden del 2%, como puede
verse en los ejemplos que consideramos a continua-
ción.

0'580 0'665 1*100 0'540DISOLUCION DIRECTA

CROMATOGRAFIA

0 1 575 0'680 1'120 0'552EN CAPA FINA

2'2% 1'8%0'9% 2'2%PORCENTAJE ERROR
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Linealidad.4.3.4.

Se han realizado una serie de determinaciones, apli-
cando el método analítico propuesto, a partir de

una misma disolución de Itanoxona pura sometida

a distintas diluciones.

La disolución de partida, de 0'97 mg/ml de concentra-

ción, presenta una absorbancia, por lectura directa
Las diluciones ensayadas se han obtenido

con arreglo a la siguiente pauta:

de Í'IOO.

1 2 3 6 7 84 5 9 10MUESTRA NQ

DISOLUCION

10 7 6 5 4 3 2 1MADRE (mi) 9 8

VOLUMEN

FINAL (mi) 10 1010 10 10 10 10 10 10 10

Los resultados que se han obtenido se relacionan
en el cuadro siguiente:

CONCENTRACION ABSORBANCIACONCENTRACION

mg/ml

MUESTRA

CONVENCIONAL

10 1'120

0'985

0'885

0'771

0 1 654

0'552

0'440

0'325

0'0194

0'0175

1

92

0'0155

0'0136

0'0116

0 1 0097

0'0078

010058

0'0039

0'0019

83

74

65

6 5

47

38

0'21829

10 1 0 1115
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Con estos datos se han determinado los parametros

de la recta de regresión correspondiente (Fig.; 35),
con y sin la condición de pasar por el origen.

Y' IY = ax + b = a ■ x

a' = 56'956a = 57'319

b = 0'0045

Los valores de Y e Y1 calculados en función de dichos

parámetros, han permitido obtener las desviaciones
en relación a la recta teórica y por análisis de
las varianzas correspondientes, mediante la fórmula:

I

F = (n-2)(2(Y'-A)2 - £(Y-A)2)/£(Y-A)2

establecer un test de significación del valor de
la ordenada en el origen.

El coeficiente F obtenido o su reciproco, si resulta
inferior a la unidad, se comparan con las tablas

habituales de Fisher entrando con 1 y n-2 grados
de libertad (41).

El resultado a que se ha llegado (expresado en el

recuadro), pone de manifiesto que admás de una buena

linealidad, el método se caracteriza por una buena

proporcionalidad, ya que la ordeanada en el origen
no tiene significación estadística.

Significación:
P = 95%F = 1'697

. F 238'8
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ABSORBANCIA

1.2

1

0.8

0.6

0.4

0.2

i 1 i 11 i 11
0

0.012 0.016

ITANÜXONA mg/ml
0.004 0.0080

57.31959 * X-0.00450 +Y *

DES.ESTANDARDCn-2)
0.008665

R
0.9997

Fig.: 35
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4.3.5. Compatibilidad analítica con sus productos
de degradación.

El eluyente que normalmente se ha empleado es el
recomendado por H. Cousse ( 13 ) para conseguir una

buena separación de las impurezas debidas a la sin-
tesis.

A lo largo de nuestros estudios sobre degradación
de la Itanoxona, se han caracterizado una serie de

productos, definidos por sus Rf, asi como por sus

espectros UV e IR.

En la figura 36 se da un esquema de los distintos
productos obtenidos, con sus Rf y los nombres con

los que convencionalmente los hemos designado.

En el cromatograma, estos productos quedaron sufi-
cientemente separados de la Itanoxona, como para

que no se puedan producir interferencias.

No obstante, el producto que convencinalmente se

denomina "0", podria superponerse parcialmente con

la Itanoxona. Este hecho solo afecta a muestras

muy envejecidas, ya que dicho producto no aparece

en las primeras fases de la degradación.

Se ha intentado modificar el liquido de desarrollo

para conseguir una mejor separación entre el "0"

y la Itanoxona. Para ello se han realizado los si-

guientes ensayos:

CLOROFORMO METANOL

95 5

3070

1090

1580

2080
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Rf

3 0.67

0.42Itanoxona

0 0.28

1 0.26

a

Líquido de desarrollo: metanol/cloroformo:15/85

Figura : 36

Productos de degradación de la Itanoxona, con sus

denominaciones convencionales y su situación en

el cromatograma.
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80/20,La modificación Cloroformo/Metanol:

que mejor sirve para conseguir una buena separación
entre la Itanoxona y el producto "0", pero presenta

el inconveniente de disminuir la separación entre

es la

los productos de Rf elevado.

Como en este estudio de degradación, no solamente
se ha intentado valorar la cantidad de Itanoxona

remanente, sino que también se han intentado valorar

los diferentes productos de degradación a lo largo
del proceso cinético, se han empleado estos dos

líquidos de desarrollo discrecionalmente para obtener
la mejor separación según las circunstancias de
la muestra a estudiar.



ESTUDIOS EXPERIMENTALES5.-

DE DEGRADACION.
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5. ESTUDIOS EXPERIMENTALES DE DEGRADACION.

agua 0.0079La baja solubilidad de la Itanoxona en

mg/ml), hace imposible la aplicación del método
analitico que se ha puesto a punto para seguir el

proceso cinético de degradación. La disolución óptima
seria de 1 mg/ml. Esta dificultad queda agrandada

por la imposibilidad práctica de alcanzar los niveles
de concentración que corresponden a la solubilidad
anteriormente reseñada. Las soluciones de mayor

concentración que se han obtenido tienen una absor-

bancia de 0.466. Este valor, una vez realizada la

técnica de separación cromatográfica, queda reducido
unas 50 veces, lo que hace imposible su control
cuantitativo por espectrofotometria. Se ha intentado
buscar métodos alternativos de análisis, sin conse-

guirlo.

Por esta razón se ha escogido el etanol para realizar
los estudios de degradación en fase homogénea, ya que

es un disolvente de fácil manejo, en el que la Itano-
xona presenta una solubilidad aceptable (5 mg/ml). En
estas condiciones se ha comprobado una fuerte in-
fluencia de la temperatura, que facilita el estudio
de la degradación acelerada, en medios termostati-
zados.

La substancia no ha demostrado ser sensible a la ra-

diación, por lo que no es preciso tomar precauciones

especiales en su manejo.

La propia técnica analítica facilita la realización
de ensayos de degradación sobre placas de silicagel

ya que si bien, a temperatura ambiente y en periodos
de tiempo cortos,no se producen efectos degradatorios
sobre las placas, al considerar periodos más dilata-
dos y temperaturas elevadas, se demuestra que la
Itanoxona se degrada con bastante más velocidad

que en disolución etanólica. Este efecto degradatorio
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se pone de manifiesto utilizando la cromatografía
bidimensional, dejando transcurrir siete días a

la temperatura de 60QC, entre el primer y segundo
desarrollo de la placa (ver figura 37). Con ello,
tanto la Itanoxona, como algunos de sus productos
de degradación adsorbidos sobre la placa de sili-

cagel, sufren alteración.

Esta técnica de cromatografía bidimensional ofrece

grandes posibilidades para dilucidar los mecanis-
mos de degradación, concretamente los resultados
consignados en la figura 37, ponen claramente de
manifiesto que la Itanoxona y el producto 1 se pueden
transformar reciprocamente el uno en el otro, po-

niéndose de relieve que existe entre los dos un

equilibrio que obliga a suponer que se trata de
isómeros.

Si bien el método analítico que se ha puesto a punto

permite determinar la Itanoxona remanente, se ha

aplicado el mismo método de extracción y determina-
ción espectrofotométrica, a cada uno de los productos

que se han ido formando, con el objeto de relacionar
la disminución del producto degradado, con la forma-
ción de los compuestos a que da lugar.

Los productos caracterizados en los procesos de
degradación en medio etanólico y sobre placas de
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silicagel, son fundamentalmente los mismos,
la velocidad de su formación

en que se forman son bastante distintas.

aunque

y las proporciones

En la figura 38 se muestran dos cromatogramas, de
productos envejecidos a 70QC durante 411 horas,
que se diferencian en que uno se ha degradado en

disolución etanólica y el otro lo ha hecho sobre

soportes de silicagel. Obsérvese que la degradación
en silicagel es mucho más rápida y que existe una

proporción diferente entre los productos 1 y 3,
asi como la ausencia del producto.

Para facilitar la caracterización de los productos
de degradación se han atribuido denominaciones con-

veñcionales a los distintos producto, definidos

por sus Rf y sus espectros UV. En el esquema de
la figura 39 se dan los detalles de estas caracteri-

zaciones.

La acción degradatoria del soporte de silicagel
puede presentarse también en otros soportes sólidos,
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Segundo desarrollo

Figura : 37

Cromatograf ia bidimensional en la que se puede

apreciar, como tanto la Itanoxona como algunos
de sus productos de degradación, sufren altera-
ciones.



97

O 3

O Itanoxona

0

O Qi

OO a

Cromatograma de la de-
gradación en solución
etanólica. 411 horas.

Cromatograma de la de-
gradación en silicagel.
411 horas.

ABSORBANCIA ABSORBANCIA

0'190

0'220

0'005

0'758

0'165

1'015

0'058

3

Itanoxona

0

0'328

0'075

1

a

Figura : 38

Cromatogramas y absorbancias de productos envejecidos
a 702C durante 411 horas, que se diferencian en que

una se ha degradado en disolución etanólica y la otra

sobre placas de silicagel. Los valores de absorbancia

de la disolución inicial de Itanoxona es de 1.060.
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271 nm
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266 nm

O

252 nm

Eluyente: \
Metanol/clorofqpno: 15/85

Fig.: 39



99

algunos de los cuales pueden presentar interés-
en tecnología farmacéutica,por utilizarse como exci—
píente de formas farmacéuticas sólidas.Por esta-
razón se han realizado estudios de degradación sobre

alguno de estos excipientes,tales como:lactosa ,ce-
lulosa microcristalina ,estearato magnésico,talco y -

óxido magnésico.Como referencia para ver el efecto de
los excipientes sobre la degradación de la Itanoxona,

se ha estudiado la estabilidad de una muestra sólida-

cristalizada en medio seco y húmedo.

5.1. DEGRADACION EN FASE HOMOGENEA.

5.1.1. Estabilidad del sólido puro cristalizado.

Material.

- Itanoxona sintetizada por los Laboratorios Pierre
Fabre.

- Etanol Merck.

- Etanol Uvasol Merck.

- Cromatofolios de silicagel Merck F-254(Kiesegel 60

F-254) .

- Cápsulas de porcelana.
- Recipiente hermético.
- Jeringuilla Hamilton 0,1 mi .

- Cámara cromatográfica Desaga.
- Cloroformo Merck.

- Metanol Merck.

- Lámpara Uvatón 254 y 360 nm .

- Estufa Heraeus,con termorregulación (+/-1QC).
- Espectofotómetro Perkin-Elmer modelo 356¿
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Método y resultados.

Se ha sometida a la temperatura de 702C dos muestras-

de Itanoxona pura cristalizada,una de ellas en un

ambiente húmedo y otra en contacto con el aire.Con
ello se pretende poner de manifiesto la posible
influencia de la humedad sobre la estabilidad del

producto puro.

En el esquema de la figura 40
ha conseguido una atmósfera de humedad 100% en el
interior de la estufa.

se muestra como se

Los resultados obtenidos sirven de referencia para

ver los efectos que sobre la degradación producen
los excipientes sólidos,con los que se puede mezclar.

En el cuadro 41 se dan los resultados que se han
obtenido al ir sacando muestras periódicamente,disol-
verlas en etanol y apliclar el método analítico.

En general se puede afirmar que la Itanoxona en

estas condiciones presenta una gran estabilidad
a pesar de haberse experimentado a temperatura muy

elevada (702C).Puede observarse también que el

producto mantenido en atmósfera húmeda,se degrada
con mayor facilidad aunque su estabilidad es también

muy elevada.
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Figura 40: Degradaciones simultaneas de Itanoxona,
una en atmósfera saturada de agua (A), y la
otra en condiciones ambientales normales(B).
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TIEMPO ABSORBANCIAS

Días HUMEDAD 100%SECO

1 1Itanoxona Itanoxona

0.8500 0.001 0.0010.850

0.00110.04 0.001 0.855 0.840

53.06 0.001 0.001 0.8100.850

91.00 0.010 0.8000.001 0.850

213.00 0.001 0.853 0.010 0.790

Cuadro 41: Resultados que se han obtenido al ir

sacando muestras periódicamente,disol-

verlas en etanol y aplicar al método

analítico. Una de ellas estaba some¬

tida a un ambiente con humedad al 100%

y al otra en un ambiente seco.
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5.1.2. Estabilidad en medio acuoso.

Si bien no ha sido posible seguir cuantitativamente
los procesos de degradación en medio acuoso por

medio de las técnicas de separación cromatográfica,se
ha tenido interés en seguir estas degradaciones

por la evolución de los espectros UV.

Se han preparado dos soluciones que presenta absor-
bancias del mismo orden en el UV,una de ellas en

medio acuoso y la otra en medio etanólico.En medio
acuoso se ha obtenido la solución a partir de una

suspensión de Itanoxona por filtración.

Se han mantenido ambas soluciones en estufa a 50QC

registrándose sus espectros UV a determinados Ínter-
valos de tiempo. Los resultados se muestran en las
tablas siguientes:

TIEMPO ABSORBANCIAS

ITANOXONA/Etanolhoras ITANOXONA/Agua

0.305 (266.0 nm)0 0.312 (270.5 nm)

0.365 (276.5 nm)25.0 0.298 (270.5 nm)

0.365 (277.3 nm) 0.298 (272.0 nm)47.0

0.375 (281.0 nm)73.3 0.308 (274.2 nm)

144.3 0.380 (281.0 nm) 0.290 (278.0 nm)

188.3 0.409 (282.5 nm) 0.305 (282.5 nm)
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ABSORBANCIASTIEMPO

ITANOXONA/AguaITANOXONA/Etanolhoras

0.448 (270.5 nm)

0.485 (271.6 nm)

0.490 (272.3 nm)

0.493 (275 nm)

0.482 (277 nm)

0.470 (281 nm)

0.472 (265 nm)

0.455 (271 nm)

0.440 (273.5 nm)

0.440 (275 nm)

0.430 (276.5 nm)

0.442 (278 nm)

0

21.66

45.66

72.24

141.84

189.84

En la figura 42 podemos ver la representación gráfica
de absorbancias frente al tiempo, de los resultados
de las tablas anteriores.

En las figuras 43-44 se muestran los espectros comparati-
vos de Itanoxona/Etanol e Itanoxona/Agua, en los

estados inicial y final del proceso de degradación.

Estos estudios ponen de manifiesto una gran analogía
en la vía degradatoria de la Itanoxona en ambos
medios; las diferencias de absorbancia que se presen-

tan en los dos medios no tiene significación, ya

que en dos experiencias consecutivas los resultados
han sido opuestos, pero si que es posible afirmar que

las absorbancias globales de la Itanoxona y los

productos de degradación no sufren alteraciones
importantes y presentan una tendencia a desplazarse
hacia longitudes de onda crecientes, como resultado
de la formación de Producto 1.

Con objeto de obtener la separación cromatográfica
de los productos de degradación en medio acuoso,

hemos procedido a concentrar una solución degradada
y sembrarla sobre un cromatofolio de silicagel,
para obtener el cromatograma. Con ello se ha podido
comparar los productos obtenidos en medio acuoso, con

los que normalmente se obtienen en medio alcohólico.

En la figura 45 se dan dos cromatogramas, procedentes
de muestras degradas en medio acuoso y en medio
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2 65 nmA

278 nm

0.4

0.3

0.2

0.1

j1 I 1 I

longitud de onda

Figura 43: Espectros de Itanoxona/etanol en los

estados inicial y final al que se ha

llegado, del proceso degradatorio.
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0.4

0.3
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0.1

1 Ix

longitud de onda

Espectros de Itanoxona/agua en los esta-
dos inicial y final al que se ha llegado,
del proceso degradatorio.

Figura 44 :
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etanólico respectivamente. Se puede apreciar en

dichos cromatogramas, que los productos formados son

los mismos. Esta afirmación se basa, no solamente en

la posición de los "spots" (Rf), sino también por

los espectros UV que presentan dichos productos,
al ser eluidos con etanol.
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Cromatograma de la

degradación en solu
ción etanólica.

Cromatograma de la

degradación en medio
acuoso.

Figura 45:

Cromatogramas procedentes de muestras

degradadas en medio acuoso y en medio
etanólico.
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5.1.3. Estabilidad en solución etanólica.

Material.

- Itanoxona sintetizada por Laboratorios Pierre
Fabre.

- Etanol Merck.

- Etanol Uvasol Merck.

- Cromatofolios de silicagel Merck F-254 (Kiesegel
60 F-254).

- Jeringuilla Hamilton 0,1 mi.
- Cámara cromatográfica Desaga.
- Cloroformo Merck.

- Metanol Merck.

- Lámpara Uvatón 254 y 360 nm.
- Probeta graduada con conexión esmerilada.
- Refrigerante.
- Material volumétrico aforado.

- Baños termostatizados con silicona (+/- 12C).
- Estufa Heraeus, con termorregulación (+/- 1QC).
- Espectrofotómetro Perkin-Elmer modelo 356.

Método.

La disolución etanólica de Itanoxona se introduce en

el baño termostatizado adecuado, y se toman muestras

de la misma a distintos tiempos.

Con la fracción de solución separada, se realiza la
técnica cromatográfica y la espectrofotometria poste-

rior, siguiendo el método analítico ya estudiado,

obteniendo, a ser posible, la absorbancia de la Ita-
noxona y de sus productos de degradación.

El procedimiento empleado inicialmente consiste en

utilizar como recipiente de. la disolución un tubo
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pyrex de tapón roscado.

Para controlar posibles fugas de los vapores de

alcohol durante el periodo de calentamiento, es

conveniente señalar el nivel de liquido en el tubo,

una vez se ha estabilizado la temperatura. En varias

experiencias se han tenido que desechar muestras
en que se vió que el tapón roscado no era totalmente
hermético.

En los casos en que el sistema funciona con buena

hermeticidad no puede evitarse que se produzcan

pérdidas de disolvente cada vez que se abre el reci-

piente para tomar muestra.

Si para evitar esta pérdida de disolvente dejamos
enfriar los tubos a la temperatura ambiente antes de

abrirlos, introducimos unas alteraciones de tempera-

tura que pueden afectar los resultados del proceso

cinético.

La utilización de viales, como contenedores de la

solución, no ha dado mejores resultados, ya que

la presión de vapor del alcohol provoca evaporaciones
evidentes una vez el vial ha sido perforado para

extraer muestra, varias veces.

El empleo de tubos pyrex roscados, individuales,

para cada toma de muestra, que se abren una vez

enfriados, en los que se realizan procesos cinéticos

paralelos, ha permitido llegar a resultados acepta-

bles, pero presenta la eventual desventaja de intro-
ducir un mayor factor de azar en los resultados que

se comparan,, debido a que cada proceso cinético
es independiente y las condiciones térmicas locales
u otros efectos incontrolados, pueden influir en

forma distinta en cada uno de los tubos.

En la Tabla 47 y representación gráfica 46 , se ha
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FIGURA 46.

DEGRADACION DE ITANOXONA EN TUBOS PARALELOS. T-70C Sol. «lan¿llea.• *

DEGRADACIONES SIMULTANEAS DE ITANOXONA EN SOL. ETANOLICA A 700.

TABLA 47.

TIEMPO
DIAS HORAS

ABS0RBANCIA3
SOLUCION 1

ITANX PRD.l PRD.a
SOLUCION E

ITANX PRD.l PRD.a F'RD.O

O O. 680, O
44.58, 0.375, 0.420,
60.60, 0.285, 0.460,
92.60, 0.245, 0.512,

0.183, 0.565,
0.195, 0.535,

1O.87 E60.85, O.161, O.543,
EO.95 SOS.85, 0.150, O.5E3, O.060,

O O, 0.680, O
O.370,
0.290,
O.£54,
0.195,
0.180,
0.150, 0.475,
O.IES, 0.418,

O O
1.86
E.S6
3.86
6.86 164.60,
8.90 El3.60,

O O.390,
O.450,
O.485,
O.530,
<*>

O O
O O O
O O O
o o o
o o o
o o o

0.115 0.0S4

(*) Dato perdido.
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puesto de manifiesto la desviación que puede presen-

tar cada una de estas cinéticas paralelas. Aunque

la cantidad de Itanoxona remanente sufre oscilaciones

de poca importancia, se observa que su repercusión
en los productos de degradación formados, puede
ser de mayor entidad.

Una forma alternativa de verificar las cinéticas en

medio alcohólico, con la que se han obtenido los

mejores resultados, consiste en el montaje de la

figura 48 , que consta de una probeta graduada intro-
ducida en el baño termostatizado, unido mediante

conexión esmerilada, a un refrigerante de reflujo.

Desde la parte superior del refrigerante se introduce
un tubo de vidrio de pequeño diámetro, que penetra

hasta el fondo de la probeta, con el fin de poder
tomar muestras directamente sin desconectar el proce-

so de refrigeración con reflujo.

El reflujo es lento y continuado, y no puede influir
sensiblemente en la temperatura de la solución,
de la que se dispone de un volumen considerable.

También en este caso se producen ligeras pérdidas
de disolvente, que pueden ser detectadas por la
disminución del nivel de líquido en la probeta,

y que deben ser corregidas añadiendo unas gotas

de disolvente puro a través del tubo capilar, hasta

recuperar el nivel.

Este sistema tiene la ventaja de que se puede contro-
lar y corregir la pérdida de disolvente, y de que

se evitan evaporaciones incontroladas en la toma de

muestras, como consecuencia de la sobrepresión.
Todo ello se consigue a partir de una única solución

y por lo tanto, de un solo proceso cinético.

Se ha visto, en el estudio del método analítico,
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Tubo para toma de muestras

K

Refrigerante

X

Probeta conteniendo
el 1 iqu ído problema:

Baño termostáti
co

Figura 48:

Dispositivo empleado para las degradaciones en solu-

ción etanólica.
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que una hora es suficiente,a la temperatura ambiente,
para que las porciones de cromatofolio cedan la
totalidad de la Itanoxona adsorbida.

También se han realizado estudios parecidos con

los distintos productos de degradación, determinando
el tiempo necesario para obtener una absorbancia
estable. En este caso no es posible asegurar que

la cesión sea del 100% por desconocer la cantidad

y la absorbilidad de los productos formados. No
obstante, dada la semejanza química entre la Itanoxo-

na y sus productos de degradación, al constatar

que la cesión es también muy rápida y del mismo
orden, se cree razonable suponer que la cesión es

también del 100% (ver gráfico 49).

Es también interesante verificar experimentalmente,

que en el periodo de tiempo que normalmente mantene-
mos las disoluciones en la nevera, antes de leerlas

en el espectrofotómetro (un dia), no se producen
alteraciones detectables en la naturaleza y propor-

ciones de los productos de degradación. Para ello

se ha utilizado una muestra envejecida de la que,

por cromatografía en capá fina, se han separado los

productos de degradación y a los que se ha aplicado
la técnica de elución.

Las absorbancias obtenidas se comparan con las que

se obtienen en posteriores determinaciones del mismo

liquido guardado en la nevera.

Otra característica de dichas soluciones, que nos

permite detectar posibles alteraciones, es la posi-
ción de los máximos de absorbancia.

Los resultados obtenidos, que se refieren en la
tabla 50, permiten afirmar, con base experimental,

que a lo largo de dos dias de permanencia en la
nevera son indetectables las alteraciones que puedan
tener lugar. Sin embargo al cabo de cuatro dias
aparecen ya indicios de alteración*
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ITEM NO. X Y

1 0 0.045
2 5 0.25
3 10 0.5
4 15 0.54
5 20 0.56
6 25 0.577
7 30 0.58
8 40 0.583
9 65 0.59
10 80 0.591

0.59511 95
12 120 0.6

ABSORBANCIA

0.6 4

0.48

0.36

0.24

0.12

0

0 24 48 72 96

TIEMPO CMIN.)
FIGURA 49.
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Resultados.5.1.3.1.

A lo largo de las experiencias realizadas se estable-
ce una secuencia de productos, en los cromatogramas

de las muestras degradadas, que se sigue en todos
los procesos de degradación en solución etanólica.
Las distintas temperaturas solo aceleran el proceso.

En la figura 51 podemos ver como evolucionan los

cromatogramas de los productos de degradación con el

tiempo.

Los nombres convencionales y sus espectros se han in-
dicado en la figura 39.

Los resultados experimentales obtenidos se muestran

en las tablas 52 a 75, con sus respectivas repre-

76 ) , citandosentaciones gráficas (figuras 53 a

en ellas las condiciones en que han sido realizadas
las degradaciones.

Regularidades observadas.

Las cinéticas de degradación de la Itanoxona no

se corresponden con un modelo simple de orden cero

o uno, más bien se pueden interpretar como una super-

posición de dos procesos cinéticos de orden uno,

uno rápido y otro lento, que afecta a dos porciones
de la Itanoxona inicial. Tal como podemos ver en

el ejemplo representado en la figura 77 que corres-

ponde a la tabla 52.
El producto 1_ presenta una curva cinética carácteris-

tica, que es propia de los productos intermedios,
alcanzándose un máximo, en su concentración, que

se obtiene, para cada temperatura, a un tiempo apro-

ximadamente constante. En muestras envejecidas,
su concentración es prácticamente inexistente. Cuando
alcanza la concentración máxima, la proporción entre

la Itanoxona y el producto _1_ se mantiene constante
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ABSORBANCIASTIEMPO

PRODUCTOS DE
DEGRADACION

ITANOXONA
REMANENTEDIAS-HORAS

0 31a

0.0001.060

0.627

0.242

0.220

0

0.5500.98- 23.50

10.09- 242.25 0.070 0.847

0.010 0.0100.760

0.780

0.16517.12- 411.00

28.00- 675.15

43.17-1036.08

0.011 0.063

0.190

0.121

0.120

0.205

0.170 0.0800.760

Tabla 52:

Degradación de Itanoxona en solución
etamólica a 70QC. (n21 ).
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DEGRADACION DE ITANOXONA SOLUCION ETANOLICA A 70C., Núm. 1

FIGURA 53.
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TIEMPO ABSORBANCIAS

ITANOXONA
REMANENTE

PRODUCTOS DE
DEGRADACIONDIAS-HORAS

0 3a

0 0.680

0.375

0.000

0.4201.86- 44.58

2.86- 68.60

3.86- 92.60

6.86-164.60

8.90-213.60

10.87-260.80

20.95-502.85

0.285

0.245

0.183

0.195

0.161

0.150

0.460

0.512

0.565

0.535

0.543

0.523

0.011

0.0200.060

TABLA 54:

Degradación de Itanoxona en solución etanólica
a 70QC. (nQ 2 )
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DEGRADACION DE ITANOXONA EN SOLUCION ETANOLICA A 70C., Núm. 2

FIGURA 55.
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ABSORBANCIASTIEMPO

PRODUCTOS DE
DEGRADACION

ITANOXONA
REMANENTEDIAS-HORAS

0 31a

0.000

0.390

0 0.680

1.86- 44.58

2.86- 68.60

3.86- 92.60

6.86-164.60

8.90-213.60

0.370

0.450

0.480

0.530

0.290

0.254

0.195

0.5100.180

0.0110.47510.87-260.85

20.95-502.85

0.150

0.122 0.0240.418 0.0200.115

TABLA 56:

Degradación de Itanoxona en solución etanólica

a 70QC. (nQ3 )
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DEGRADACION DE ITANOXONA EN SOLUCION ETANOLICA A 70C., Núm. 3

FIGURA 57.
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TIEMPO ABSORBANCIAS

PRODUCTOS DE
DEGRADACION

ITANOXONA
REMANENTEDIAS-HORAS

0 31a

0 0.0000.648

0.94 22.50 0.448

0.315

0.268

1.95 - 46.70

2.93 - 70.45

4.02 - 96.45

6.90 - 165.65

9.90 - 237.75

0.425

0.5250.259

0.213

0.180

0.580

0.033 0.652

0.190 0.045 0.630 0.01

TABLA 58:

Degradación de Itanoxona en solución
etanólica a 70QC. (n24 )
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DEGRADACION DE ITANOXONA EN SOLUCION ETANOLICA A 70C., Núm. 4

FIGURA 59.
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ABSORBANCIASTIEMPO

PRODUCTOS DE
DEGRADACION

ITANOXONA
REMANENTEDIAS-HORAS

I 0 3a

0 0.650

0.425

0.000

0.245

0.390

0.450

0.000
«

21.3 |
t

44.9 |
68.9

92.9

165.9

0.9 0.043

0.042

0.060

f
t

1.9 0.313

0.230

0.193

0.171

tl2.9 i t !í iI
> ¡ ;

3.9 0.481

0.520 |
0.500

0.490

0.062

0.048

0.050

0.070

i
i

6.9 iI
f

!
8.9 - 213.0

10.9 - 261.0

20.0 - 480.0

0.150

0.147

• f

!i

0.478
!

i0.097 0.370 0.017¡ i
!i
¡;íi

TABLA 60:

Degradación de Itanoxona en solución

etanólica a 70QC.(nQ 5 ).
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FIGURA 61.
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60QC70QCTEMPERATURA

ABSORBANCIASTIEMPO ABSORBANCIAS

ITANOXONA
REMANENTE

ITANOXONA

REMANENTE 1 1-HORAS

0.000 0.000 0.8500 0.850

0.071 0.8333

0.092

0.115

0.120

0.130

0.8114.15 0.797

0.725 0.7786.05

0.312 0.6130.45125.60 0.449

TABLA 62: Estudio comparativo, en las primeras
fases del proceso de degradación,
lución etanólica.

en so-
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TIEMPO ABSORBANCIAS

ITANOXONA

REMANENTE

PRODUCTOS DE
DEGRADACIONDIAS-HORAS

1 0 3a

1.222 0.0000

0.344

0.787

1.0-

3.0-

5.1- 122.0

9.1- 218.0

13.1- 315.0

19.1- 459.0

104.0- 2496.0

24.0

72.5

0.900

0.563

0.442 1.005

0.0141.050

1.075

1.035

0.214

0.400

0.016

0.037

0.290

0.285

0.216 0.062 0.186

TABLA 63:

Degradación de Itanoxona en solución
etanólica a 60QC. (nQ 1 ).
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FIGURA 64.
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ABSORBANCIASTIEMPO

PRODUCTOS DE
DEGRADACION

ITANOXONA
REMANENTEDIAS-HORAS

0 3a

0.8270

0.7840.6150.96- 23.00

1.96- 47.00

9.91- 237.75

0.9420.426 I
i

s 1.1100.345

0.326

0.280

0.250

i
!
1.125 0.03013.95- 358.75

21.88- 525.25¡
87.00-2088.00Í

{

95.00-2280.001

117.00-2808.00¡

i

i! I 1\

0.922 0.030i!
i '

i0.807 0.030

0.025

0,057

0.1055 ! !1i
i!

) 0.790 0.2100.215

0.213
!

0.790 0.170
ii
i

TABLA 65:

Degradación de Itanoxona en solución

etanólica a 60QC. (nQ2 )
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TIEMPO ABSORBANCIAS

ITANOXONA
REMANENTE

PRODUCTOS DE
DEGRADACIONDIAS-HORAS

1 O 3a

!

0 1.222 0.000

j1.0- 24.0

3.0 - 72.0

8.0 - 192.0

19.0 - 458.0

23.2 - 555.0

104.0 -2496.0

1.100

0.860

0.175

0.689 ;

0.550 0.815 ¡

1.062 Ii0.355

0.310 1.029 0.013

0.0470.245 1.000
i

TABLA 67:

Degradación de Itanoxona en solución
etanólica a 502C. (nQ 1 ).
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ABSORBANCIASTIEMPO

PRODUCTOS DE
DEGRADACION

ITANOXONA
REMANENTEDIAS-HORAS

I 0 3a

0 0.760

0.0420.12 - 2.83 0.707
i

0.142

0.220

0.6450.93 - 22.25

1.12 - 26.83

1.93 - 49.66

20.00 - 530.66

0.605

0.315 0.0720.592

0.645 0.1200.170

TABLA 69:

Degradación de Itanoxona en solución
etanólica a 50QC. (n2 2 ).
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FIGURA 70; DEGRADACION DE ITANOXONA EN SOL. ETANOLICA A 50C., Námero 2.
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TIEMPO ABSORBANCIAS

PRODUCTOS DE
DEGRADACION

ITANOXONA
REMANENTEDIAS-HORAS

0 3Ia

0.6510

0.1130.96 - 23.16 0.575

0.1320.553

0.503

1.12 - 27.00

1.95 - 46.75

2.10 - 50.50

6.14 - 147.33

9.08 - 217.92

15.95 - 382.92

0.199

0.500 0.226

0.383

0.263

0.171

0.400

0.460

0.520

TABLA 71:

Degradación de Itanoxona en solución
etanólica a 502C (nQ 3).
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FIGURA 72: DEGRADACION DE ITANOXONA EN SOL. ETANOLICA A 50C., Nám. 3.
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TIEMPO ABSORBANCIAS

ITANOXONA
REMANENTE

PRODUCTOS DE
DEGRADACIONDIAS-HORAS

0 3a:

0.7350
0.000

0.037

0.052

0.059

i 0.140

I 0.150

í 0.160

0.16 3.9 0.718
!
;I0.26

0.35

6.2 0.710

0.707

0.673

0.670

0.670

8.5 i
I

24.0 ;
26.0

28.9 I

'

!! ;
i I! j1.00

i ¡ iI1.08

1.16
i

i¡
i;

I i;
! I

TABLA 73:

Degradación de Itanoxona en solución
etanólica a 50QC. (n2 4 ).
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TIEMPO ABSORBANCIAS

ITANOXONA
REMANENTE

PRODUCTOS DE
DEGRADACIONDIAS-HORAS

0 3a

0 1.222

1.259

0.000

1.08- 26.0

5.08- 122.0

105.00-2544.0

126.00-3024.0

0.071

1.200

0.312

0.260

1.070

0.300 1.150 0.000

TABLA 75:

Degradación de Itanoxona en solución etanólica a

35QC. (n21 ).



144

A

1.2

I

y

0.8

/

0.6

Ilonoxona
0.4

0.2

1 1 L II 1 I 1 i_0
Dfas0 7224 48 96

FIGURA 7& DEGRADACION DE ITANOXONA EN SOL. ETANOLICA A 35C. NÚm. 1.



145

In CI]

1.8

1.4

0.6

0.2
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Degradación de Itanoxona en solución

etanólica a 70QC (Núm.: 1). Represen-
tación de los dos procesos cinéticos
de orden uno que se superponen para
dar el proceso global.

FIGURA 77:
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para cada temperatura. Si se representan las concen-

traciones de Itanoxona frente al producto _1 se pre-

sentan curvas características en las que se visualiza
la proporción característica para el máximo del

producto (Fig. 78).

El producto aparece en las fases avanzadas de
la degradación,solo se consiguen cantidades aprecia-
bles en soluciones muy envejecidas en las que ya

no se aprecian indicios del producto original o

del producto intermedio _1_ ,asi por ejemplo en una

muestra envejecida de dos años a 70QC solo se aprecian
los productos 0 y 3.

3

31

O 0

Se considera por todo ello uno de los productos
finales de la degradación en medio etanólico.

El producto _3_ es otro de los productos finales que

presenta un crecimiento casi lineal a temperaturas

elevadas y sigmoidal a temperaturas más bajas (Figu-
ras 79 y 80).

Cuando la degradación está muy avanzada es posible

apreciar su desdoblamiento en dos productos de Rf

casi igual, que pueden diferenciarse por su máximo
de absorción a la luz ultravioleta (271 nm y 245 nm).

Siempre el predominante es el de 271 nm, lo que
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FIGURA 78: Representación de las absorbanclas del Producto I frente
a las de Itanoxona. S
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Degradación de Itanoxona a 50QC. Repre-
sentación de las absorbancias del pro-

ducto 3 frente al tiempo.

FIGURA 79:
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FIGURA 80: Degradación de Itanoxona a 70QC. Representación
de las absorbancias del producto 3_ frente al
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explica cierta variabilidad del máximo hacia 265 nm

cuando aparecen superpuestos.

Producto a: este producro tiene,en las cinéticas
en solución,una presencia caracterizada por absorban-
cias poco intensas que siguen un proceso de creci-
miento y decrecimiento propio de los productos Ínter-
medios.En muestras envejecidas no se detecta su pre—

sencia.(Tal como se observa en el ejemplo anterior-
mente citado).

A temperaturas muy bajas (4-52C) la única descomposi-
ción detectada al cabo de 4 años es la formación

de producto J. y una muy pequeña formación de producto
a.

Una regularidad digna de mención es que la proporción
entre el producto ^ y la Itanoxona es la misma-
(1/It=3.31) en muestras diferentes que llevan 2

y 4 años a esta temperatura corroborando con ello

que existe un equilibrio entre ambos isómeros.
A temperaturas de -182C no se ha constatado altera-
ción alguna a lo largo de 2 meses.

En las primeras fases de estas degradaciones el

principal proceso que tiene lugar es la formación
de producto l_,a partir de la Itanoxona. Proceso que
se ha constatado,por medio de la cromatografía bidi-

mensional,que se trata de una isomerización.Aunque
la absorbabilidad del producto 1^ es desconocida,
se puede tener una idea aprximada de su valor al

comparar la disminución de absorbancia en la Itanoxo-

na con la absorbancia propia del producto 1_ en las
primeras fases del proceso.Viéndose claramente que

que su absorbilidad es mayor que la Itanoxona .

Un estudio más riguroso basado en el tratamiento
cinético de los datos,que se describirá en capítulos

posteriores,va a permitir dar con mayor precisión
esta absorbilidad,estimando su valor en 1.45 veces

el de la Itanoxona.
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Se ha intentado establecer algunas ecuaciones matemáti

cas,de tipo exponencial,que se ajusten a los resultados
obtenidos,habiéndose encontrado una buena concordancia

para una ecuación del tipo:
Rlt R2t

ITANOXONA = C1 e + C2 e

en la que C1 + C2 debe corresponder a la Itanoxona
inicial y R1 y R2 son las velocidades de los procesos

cinéticos de primer ordena que se ha hecho referencia ante
riormente. Para ajustar esta ecuación se han aplicado

los siguientes criterios:

Primero: Calcular la constante R2 propia del proceso

lento, mediante regresión lineal aplicada a los pun-

tos finales del proceso en las que la fase rápida de
la degradación está ya prácticamente terminada.

Segundo: Se resta a las absorbancias experimentales
las que corresponde a la degradación lenta en cada
uno de los puntos experimentales que afectan a la

primera parte de la degradación.

Tercero: Con los valores de absorbancia obtenidos en

el tratamiento anterior, se calcula mediante regre-

sión lineal, la constante R1, propia de la degrada-
ción rápida.

Las ecuaciones obtenidas aplicando esta metódica,

presentan un ajuste global muy aceptable, y en ellas
se aprecia, como regularidad sobresaliente, que

la relación C1/C2, es prácticamente constante a

todas las temperaturas, y su valor es aproximadamente

3.

Se dan a continuación los resultados de aplicar
estos ajustes a los procesos cinéticos, realizados
a 50, 60 y 70QC, y la representación de concentrado
nes relativas de Itanoxona respecto a la concentra-

ción inicial (I/Io), frente al tiempo en dias, tal

como se obtiene después del ajuste indicado (Figu-
ras 81, 82 y 83).
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Degradaciones en solución etanólica a 50QC. Representación
del cociente de las absorbancias de Itanoxona por la ab-

sorbancia inicial (I/Io), frente al tieirpo en dias.

FIGURA 81:

Los coeficientes de la ecuación se han calculado teniendo

en cuenta por separado los tiempos finales y los tierrpos
iniciales, como constituyentes de las dos partes de la
ecuación:

Rlt R2t
Y = C1 * e + C2 * e

Suma de raices = 0.01665 C C1 = 0.69505

C2 = 0.28725

R1 = -0.17311

Des. estandard = 0.03225

R2 = -0.00346



153

DEGRADACION DE ITANOXONA EN SOL.
ETANOLICA A 60C.

I/Io

1 .00

0.80

i

K
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-0.20

0.500.00 1.00 E+2

Representación del cociente de las absorban-
cias de Itanoxona por la absorbancia inicial
(I/Io), frente al tiempo en dias.

FIGURA 82:

Los coeficientes de la ecuación se han cal-
culado teniendo en cuenta por separado los

tiempos finales y los tiempos iniciales,
como constituyentes de las dos partes de
la ecuación:

Rlt R2t
Y = C1 * e + C2 * e

Suma de raices = 0.01841

Des. estandard = 0.04522

C1 = 0.67977

C2 = 0.24737

R1 = -0.36913

R2 = -0.00302
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FIGURA 83: Representaci¿n del cociente de las absorbancias de Ita-
noxona por la absorbancia inicial (I/Io), frente al tiem-
po en días.

Los coeficientes de la ecuación se han cal cu ladoten i en-
do en cuenta por separado los tiempos finales y los tiempos
iniciales, como constituyentes de las dos partes de la ecua-
ción:

Y = C1 * e~CR1#t) + C2 # e~CR2*t)

Suma de raíces » 0.03710
Des. estandard s 0.03459

0.69624
C2 = 0.25412
R1 - -0.49103
R2 = -0.01049

C1
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Un método alternativo de ajustar dicha ecuación
es el método de los mínimos cuadrados de Marquardt,

que da como resultado una ecuación parecida con

unas desviaciones estandard ligeramente menores.

Dicha ecuación pondera de igual manera los datos
obtenidos en el periodo de descomposición rápida y

los que se han alcanzado en la fase de descomposición

lenta, en la que la incidencia de pequños errores,

que afectan a la temperatura o al tiempo de lectura,
interferirán mucho menos a los resultados. Dado

que la información obtenida en la fase lenta del

proceso se considera que es, objetivamente, mucho más

segura, creemos que el método de ajuste propuesto es

mejor .043,42)

En Jas figuras 84 y 85 se comparan los dos métodos de ajuste

aplicados a una misma cinética.

La estabilidad de la substancia en disolución etanó-

lica está condicionada por la componente rápida
de la descomposición, que afecta para todas las

temperaturas, aproximadamente al 75% de la substancia
inicial presente.
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A
Itx.

t ,40

1 .20 Jl

1.00

0.80

0.60

0.40

0.20

0.00

TIEMPO (días)
-0.20

0.50 1 .00 E+20.00

Representación de las absorbancias de
Itanoxona frente al tiempo en días, en la

que se han ajustado los valores a la
ecuación (*) teniendo en cuenta en primer

lugar la fase lenta, y basándose en los
parámetros obtenidos se calcula la fase
rápida.

FIGURA 84:

R2tRlt
+ C2 eITANOXONA = C1 e(*)
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TIEMPO (días)
-0,20

0.50 I .00 E+20.00

Representación de las absorbancias de
Itanoxona frente al tiempo en días, en la

que se han ajustado los valores a la
ecuación (*) mediante el método de Mar -

quart.

FIGURA 85:

Rlt R2 t
(*) ITANOXONA = C1 e + C2 e
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5.2. ESTUDIOS DE DEGRADACION EN FASE HETEROGENEA.

Estudio sobre placas de silicagel.5.2.1.

Material.

- Itanoxona, sintetizada por Laboratorios Pierre
Fabre.

- Etanol Merck.

- Etanol Uvasol Merck.

- Cromatofolios de silicagel Merck F-254 (Kies-

selgel 60 F-254).
- Jeringuilla Hamilton 0.1 mi.
- Cámara cromatográfica DESAGA.
- Cloroformo Merck.

- Metanol Merck.

- Lámpara Uvatón 254 y 360 nm.

- Material volumétrico aforado.

- Estufa Heraeus, con termorregulación (+/- 1QC).
- Espectrofotómetro Perkin-Elmer, modelo 356.

Método.

El control del proceso cinético que tiene lugar so-

bre las placas de silicagel, obliga a la destrucción
de la placa analizada. Por esta razón no se puede
tomar muestras sobre un proceso cinético único,
sino que la reconstrucción del proceso cinético debe
hacerse a partir de un gran número de placas, que se

degradan paralelamente.

Al iniciar un estudio cinético en estas condiciones,

se deben sembrar tantas placas, como puntos se pre-

tenda obtener en la curva de degradación.

Sobre cada placa se aplica una cantidad de disolu-
ción de concentración conocida, realizando sobre

cada una de ellas cuatro aplicaciones. Se debe pro-

curar que el proceso de siembra se realice en el

menor tiempo posible.



159

Todas las placas sembradas, excepto una, se someten
a la temperatura deseada, en estufa, durante tiempos
variables. Posteriormente se realiza el proceso

de desarrollo cromatográfico, y de extracción y

cuantificación, anteriormente descritos en el método

analítico. Una de ellas, la que ha sido separada,

se utiliza para obtener el valor de absorbancia de
la Itanoxona, para el tiempo cero.

Cada proceso de cuantificación analítica se realiza
sobre tres de las cuatro aplicaciones realizadas

después de proceder a la separación cromatográfica.
Se cuantifican tanto la Itanoxona como los productos

de degradación. De cada uno de estos productos se

por consiguiente, tres valores indepen-

dientes, de los que se considera su valor medio.

obtienen

La técnica de degradación, sobre silicagel, permite

seguir el proceso de degradación por separado que

afecta a cada uno de los productos, empleando la

técnica bidimensional. Para ello deben sembrarse,

sobre una placa, una disolución ya degradada, de
la que en el primer desarrollo cromatográfico se

separan los diversos productos. Se debe realizar
dicho desarrollo en uno de los lados de la placa,

que posteriormente será desarrollada en perpendicu-

lar. Entre el primero y segundo desarrollo , se

puede someter la placa a las condiciones deseadas,

y después de efectuado el segundo desarrollo, se

obtiene de forma clara y separada, los productos
de degradación que se han formado a partir de cada
uno de los productos iniciales. Esta técnica es

de gran valor para estudiar los mecanismos de degra-
dación.

Debe hacerse notar que estos procesos de degradación
son mucho más rápidos que los obtenidos en solución.
No obstante, la experiencia ha puesto de manifiesto
una limitación en el estudio de los procesos de



160

envejecimiento, especialmente a altas temperaturas,
dado que en el transcurso del tiempo las placas
deterioran y nunca se ha podido sobrepasar, a la

temperatura de 70QC, seis meses.

se

5.2.1.1. Resultados.

Se han realizado estudios sistemáticos de degrada-
ción a distintas temperaturas, habiéndose obtenido
los resultados que se exponen en las tablas
98

f y figuras de la 87 a la 99.

86 a

Los resultados obtenidos han puesto de manifiesto:

a) El proceso sigue una secuencia de degradación

muy parecida, pero no igual a la de la solución

etanólica, tal como se muestra en el ejemplo

(figuralOO). Pudiéndose destacar la no aparición
del producto cero.

b) La técnica cromatográfica bidimensional permite
establecer de forma clara los productos que se

pueden considerar estables y los que están en

equilibrio probablemente por tratarse de isómeros

Los productos _3_ y _a^ se muestran como completa-
mente estables, y el producto cero. que no se

forma sobre silicagel, permanece también inalte-

rado cuando se siembra sobre una placa. Por el

contrario, tanto la Itanoxona como el producto

1, dan sobre la placa la misma serie de productos
de degradación. Ello pone de manifiesto, por

una parte que estos dos productos están en equi-
librio y que ni uno ni otro son estables.

Con el objeto de tener información sobre estos

procesos de equilibrio y aportar datos que permi-

tan hacer conjeturas sobre el mecanismo segui-
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TIEMPO ABSORBANCIAS

ITANOXONA
REMANENTE

PRODUCTOS DE

DEGRADACIONDIAS
*

1 0 3a

1.0600 0.0 0.000 0.000

0.000

0.000

0.088

0.120

0.143

i
i 0.9580.08 0.0 0.100

0.8410.19 0.0 0.197!
< i

0.366 /0.98 S 0.0 0.635

0.645

0.716

I
■:‘

! i0.3521.14 0.01
!

i ¡0.2311.98

2.96

3.12

3.95

7.03

10.09

17.12

28.13

43.17

146.25

0.088 iI i j¡0.152 0.095i 0.628•:l
¡ !í0.140 0.2050.110 0.600

¡
i0.137! 0.097 0.605 !

t ¡ i! I
0.063

0.061

0.490

0.690

0.086 0.450

0.338

¡
i ¡ii

0.087
i ¡S ! !0.058 0.7260.075 0.328f i

f í0.014 ! 0.8750.046 0.175

0.125

!

ií 1.0150.055t
i
I

1.2830.062

í ! ]
i
f
\i

í

Fig.: 86

Degradación de la Itanoxona sobre cromatofolios
de silicagel a 70QC . (nQ 1 )
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0.8

0.6

0.4

0.2

a

»- » ❖ Itanoxona
!¿di 1 1I 1

0
Días3224160 8

FIGURA 87: DEGRADACION DE ITANOXONA SOBRE CROMATOFOLIOS DE SILICAGEL A 70C.
Núm. I.
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ABSORBANCIASTIEMPO

Días-Horas HmiHCS EE EE3MMLNITANOXONA

1 3REMANENTE

0.989
0.410

0
0.90 - 21.5

1.96 - 47 0.285

2.04 - 49 0.280

2.92 - 70 0.176

0.120

0.115

5.96 - 143

0.1718.83 - 212 0.695

Fig.: 88

Degradación de Itanoxona sobre croma-

tofolios de silicagel a 70QC (nQ 2).
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A

1

0.8

0.6

0.4

0.2
Itanoxona

i 1
0

Días5.43.6 7.21.80

FIGURA 89: DEGRADACION DE ITANOXONA SOBRE CROMATOFOLIOS DE SILICAGEL A
70C. Núm. 2.
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TIEMPO ABSORBANCIAS

ITANOXONA FtmJCKS CE EECR?OOEN

Días-Horas 1 3REMANENTE

0 0.989
0.3950.90 21

1.96 0.28047

2.04 49 0.280

0.1722.92 70

5.96 - 143 0.120

0.1138.83 - 212 0.7 0.17

Fig.: 90

Degradación de Itanoxona sobre croma-

tofolios de silicagel a 702C (n2 3).
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0.8

0.6

0.4

0.2
Itanoxona

4

I I 1 1 I1 1I
0

Días3.6 5.4 7.21.88

FIGURA 91: DEGRADACION DE ITANOXONA SOBRE CR0MAT0F0LI0S DE SILICAGEL A
70C. Nún. 3.
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TIEMPO
DIAS

ABSORBANCIAS
ITANOXONA

0 0.989

0.89

1.96

2.04

2.92

0.410

0.275

0.270

0.176

0.120

0.119

5.96

8.83

Fig.: 92
Degradación de Itanoxona sobre cromatofolios
de silicagel a 70QC.(nQ 4).
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A

1 r

0.8

0.6

0.4

Itonoxona0.2

❖ 4

110
Días7.25.43.61.80

FIGURA 93: DEGRADACION DE ITANOXONA SOBRE CROMATOFOLIOS DE SILICAGEL A
70C. Núm. 4.
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ABSORBANCIASTIEMPO

PRODUCTOS DE
DEGRADACION

ITANOXONA
REMANENTEDIAS

0 3Ia

0.000 0.000

0.020

0.560

0.270

0.180

0.172

0

0.1450.84

0.170

0.224

0.0201.73

0.0302.14

0.230

0.268

0.043

0.056

0.141

0.137

0.050

0.066

0.056

0.043

5.00

7.00

13.00 0.210

0.160

0.013

20.00

0.22544.00

Fig. : 94

Degradación de la Itanoxona sobre cromatofolios
de silicagel a 602C . (n2 1 )
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0.6

►

0.48

0.36

0.24 3

0.12

Itanoxona

1

I 1 I I I 1 I1 I
0

Días16 24 32 403 8

FIGURA 95: DEGRADACION DE ITANOXONA SOBRE CROMATOFOLIOS DE SILICA6EL A
60C. Núm. 1.
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TIEMPO ABSORBANCIAS

ITANOXONA
REMANENTE

PRODUCTOS DE
DEGRADACIONDIAS

0 3a

0 0.742

0.450

0.257

0.000 0.000

0.833

1.958

2.830

0.347 0.026

0.485 0.053

0.0600.172 0.557

5.920

8.920

13.920

19.920

28.920

0.082

0.084

0.492 0.144\

0.463 0.212

0.2720.063 0.396

0.310

I 0.182

i

! I
0.057 0.406

0.560
i

i0.037
!

¡i
!I i

Fig.s 96

Degradación de la Itanoxona sobre cromatofolios

de Silicagel a 60QC. (nQ 2)
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A

0.7 r

t 3
i

0.56

0.42

0.28

0.14
Itanoxona

1 1 1I i
0 Días

16 20 248 120 4

FIGURA 97: DEGRADACION DE ITANOXONA SOBRE CR0MAT0F0LI0S DE SILICAGEL A
60C. Nún. 2.
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TIEMPO ABSORBANCIAS

PRODUCTOS DE
DEGRADACION

ITANOXONA
REMANENTEDIAS-HORAS

0 3a

0 0.560 0.000 0.000

0.83- 20

1.29- 31

4.20- 101

8.96- 215

12.16- 292

0.420 .

0.403

0.170

0.107 0.000

0.165 0.000

0.0000.271

0.2840.080 0.036

0.088 0.308 0.086

19.12- 459

33.12- 795

47.12-1.131

0.064 0.262

0.204

0.115

0.152

0.100 0.155

Fig.s 98

Degradación de Itanoxona sobre cromatofolios de
(no 1 )silicagel a 50QC.
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0.48
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0.12

Itanoxona
+

1 1 1 Ii j.0

30 Días18 241260

FIGURA 99: DEGRADACION DE ITANOXONA SOBRE CROMATOFOLIOS DE SILICAGEL A
50C. Núm. I.



175

<c 03
in (0
(N «H
• Q

0 vO

i03
O (D

M•H
1—}
O c

'O4-1
O •H

o m
3 ro
»—I
O T3

•P
(0•Pro
e(0M
o(N

03
U m

<o «N
a) i—I
i-i vO

.o <ü ■'s*
TJ *h

w >1

o
ifí

(0
E fN
!d »—t

+J
M

M
(0 03 r-

O *Hc-p
o(d 4-»M

(0 (N
e «p

x
o

oao
CM

c u O
(C a l-i ro
-p o a
h r-

l

ro

tn
a) id o (0

h -oT3
<drH

C <D C H
«o en (d (d
•H Id 1-1 Qi
o o -p ai
(d -h w M
d h ® a
<d -h 3
1-1 03 E C

+J
(dM

o

oao-
a>eno

<D <D <D -H
Q T3 C/3 O

rH

••

03
•H
Cu

O



176

do en la degradación, se ha realizado cromatogra-
fías bidimensionales en muestras degradadas dejando
transcurrir dos y siete días y expresando los resul-
tados en absorbancias del producto extraído (fi-

gura101).

Estos datos permiten poner de manifiesto que el

equilibrio entre Itanoxona y producto _1 está muy des
plazado hacia el producto 1_, lo que concuerda con el
resultado obtenido en productos envejecidos a bajas

temperaturas en disolución. También ponen de mani-

fiesto que el producto ¿ se forma primordialmente
a partir de la Itanoxona. Se llega a estas conclu-
siones al dividir las absorbancias de los distintos

productos que resultan de la degradación de la Ita-

noxona y del producto 1_, por el valor de la absor-
bancia de la Itanoxona inicial o del producto J.
inicial de que proceden, habiendo multiplicado este

último por un factor de absorbilidad relativa de

1/1.45, con el objeto de hacer comparables los re-

sultados (Tablal02).

Regularidades observadas.

Las cinéticas de degradación de la Itanoxona son

cualitativamente muy parecidas a las que tienen

lugar en disolución, aunque su velocidad es notable-
mente más elevada.

También es posible reducir el proceso de degradación
de la Itanoxona a la superposición de dos procesos

cinéticos de primer orden, tal como se pone de mani-
fiesto en el ejemplo de la figura 103.

Dicho parecido se da también en la evolución de
los distintos productos con la excepción de la au-

sencia de producto £ que se ha reseñado anteriormen-
te.
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PRODUCTO 1/1.45ITANOXONA

0.7760.400

7 días 2 días2 días 7 díasPKHJCIQ

0.077 0.0130.008 0.097a

1.8001 0.250 0.300 0.721

0.292 0.087 0.090 0.113Itaraxma

0.0383 0.042 0.162 0.097

TABLA 102.
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A continuación se analiza con más detalle cada uno

de los productos por separado:

Produto JL: Presenta una curva cinética propia de
un producto intermedio, dándose su valor máximo a

tiempos, aproximadamente constantes para cada tempe-
ratura y a una proporción determinada entre la Ita-

noxona remanente y el producto _1 formado.

Esta regularidades también se habian dado en las

degradaciones en solución, pero con valores cuanti-
tativos notablemente distintos, lo que hace pensar

que el mecanismo cinético de la degradación es basi-
camente el mismo en los dos casos.

Producto _3: Es un producto final de degradación,
presentando una curva de tipo sigmoideo al represen-
tarlo frente al tiempo.

Producto a: A través de las cromatografías bidimen-

sionales, se ha puesto de manifiesto que el producto
"a" no se descompone en otros productos detectables.
No obstante, en la cinética a 702, se pone de mani-

fiesto un máximo de absorbancia, aproximadamente
a los tres dias y una estabilización a valores meno-

res de absorbancia en tiempos posteriores.

Dentro de esta zona del cromatograma existe cierta

superposición de productos de baja intensidad, que

dificultan el poder llegar a conclusiones precisas.
Esta imprecisión en la mancha, que contrasta con

la relativa buena definición que se obtiene de la

misma en degradaciones en medio etanólico, se pone

también de manifiesto en una cierta indeterminación

del máximo de absorbancia entre 266.5 270 nm.

El seguimiento:de esteiprochicto-.;se..ba;£ealizado-solamente en

una cinética a 702 C, por la dificultad expuesta

anteriormente de caracterizarlo.
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Tratamiento de los datos.

Empleando el método de Marquardt se han obtenido las
curvas optimizadas, para la fórmula general:

Rlt R2t
+ C2 eI/Io = C1 e

a cada una de las temperaturas estudiadas: 50, 60

y 70QC.C42.44)

Este tratamiento pone de manifiesto una variabilidad

muy pequeña en la proporción C1/C2 a las distintas

temperaturas, hecho que también se da en los estu-

dios realizados en medio etanólico. Esta circunstan-

la extrapolación de

los resultados a 25QC. Para ello se aplica la ecua-

ción de Arrhenius a los exponentes R1 y R2 (figuras
108 y 109), que representan las velocidades especifi-
cas de reacción de las fases lenta y rápida.

cia hace relativamente fácil

En la tabla 104 se dan los parámetros resultantes
de la optimización de las curvas para cada tempera-

tura, que corresponden a las gráficas 105 , 106 y 107,
asi como los tgg correspondientes a cada temperatura
y los parámetros obtenidos en la extrapolación a

25QC. Dichos parámetros permiten deducir el t^Q a di-
cha temperatura, que resulta ser de 3.24 dias.

La velocidad de degradación sobre gel de sílice,

puede estar muy relacionada con el grado de división
del polvo y con la forma en que la sustancia entra

en contacto con él. Por ello este resultado, difi-
cilmente es extrapolable al caso de silicagel en

polvo. No obstante se evidencia que el gel de sílice
no es un excipiente recomendable para preparados
con Itanoxona.
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I

DEGRADACION DE ITANOXONA SOBRE CROMATOFOLIOS DE SILICAGEL.
!

i'

f

i

PARAMETROS DESVIACIONTEMPE-

RlC2 R2C1 ESTANDARDRATURA

-1.799546 -0.1320130.778916 0.225116 0.023670

-0.8309070.150020 -0.03917360 0.843620 0.0322

0.165530 -0.377740 -0.02249750 0.838545 0.0289

Extrapolación a 25QC:

0.180222 -0.039788 -0.001590.82036025

0.9999 0.9960r

0.0069 0.1585Desviación

60 5070 25TEMPERATURA

0.149 0.333tg0 (días) 0.075 3.240

TABLA 104: Parámetros obtenidos al optimizar la cinéticas

de degradación sobre cromatofolios de silica-

gel, mediante el método de Marquardt, para la

ecuación:

Rl t R2t
I/Io = C1 e + C2 e
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FIGURA 105.
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I/Io DEGRADACION DE ITANOXONA SOBRE SILICAGEL
A 60C Números 1 y 21.20 • 4
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FIGURA 106
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I/Io DEGRADACION DE ITANOXONA SOBRE SILICAGEL A 70C.
Números I, 2 y 3! .20
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0.40

0.20

0.00
+

TIEMPO CD f os!

-0.20

-0.40
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FIGURA 107.
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Cálculo de Rl a 25°.C por aplicación de la
ecuación de Arrhenius.

FIGURA 108:
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Estudios sobre otros soportes sólidos.5.2.2.

Material

Lactosa farmacéutica.

Celulosa microcristalina.

Estearato magnésico.
Oxido de magnesio.
Talco.

Itanoxona, sintetizada por Laboratorios Pierre Fabre.
Acetato de etilo Merck.

Cápsulas de Petri.
Cámara de vacio.

Etanol Uvasol Merck.

Cromatofolios de silicagel Merck F-254 (Kies-

selgel 60 F-254).

Jeringuilla Hamilton de 0.1 mi.
Cámara cromatográfica DESAGA.
Cloroformo Merck.

Metanol Merck.

Lámpara Uvatón 254 y 360 nm.

Material volumétrico aforado.

Estufa Haeraeus, con termorregulación (+/- 1QC).

Espectrofotómetro Perkin Elmer, modelo 356.

Método.

Se interpone una disolución de Itanoxona con el

polvo del excipiente a estudiar, procurando una

buena homogenización. Se evapora el disolvente, em-

pleando, si es necesario, la bomba de vacio. Se

mantiene el polvo seco en las condiciones ambienta-
les deseadas. Periódicamente se obtienen muestras

que se extraen con el mismo disolvente. El disolven-
te empleado ha sido el acetato de etilo, que se

ha preferido al etanol por las siguientes razones:

permite obtener
una muestra de polvo seco en poco tiempo, apta

para el estudio cinético.
- Los excipientes empleados son algo solubles en

Su mayor volatilidad nos
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etanol y por ello se depositaran sobre la placa
de silicagel, dificultando la separación.

La necesidad de sembrar volúmenes relativa-

mente grandes sobre las placas de silicagel,
resulta más practicable por su elevada volati-
lidad.

Aunque la solubilidad de la Itanoxona en acetato

de etilo es inferior a la que presenta en etanol,

es suficientemente soluble para poder obtener con

comodidad y rapidez las disoluciones a la concentra-

ción empleada.

Siendo el principal objeto de este estudio la medida
cunatitativa de la Itanoxona remanente, se ha com-

probado que la Itanoxona sembrada se recupera en

buenas condiciones al determinar su absorbancia

en el tiempo cero.

En cuanto a los productos de degradación, no se

puede afirmar que el procedimiento tenga la garantía
de recuperar el 100% de las substancias que se hayan

formado; no obstante se ha intentado realizar su

valoración a través del cromatograma.

Los excipientes empleados han sido: lactosa, celulo
sa microcristalina, estearato magnésico, óxido de

magnesio y talco.

Estabilidad sobre lactosa.5.2.2.1.

Método.

Se ha partido de una disolución de Itanoxona en

acetato de etilo, de 1.5 mg/ml aproximadamente,

interponiendo, en una cápsula de Petri, 25 mi de
esta solución en 15 g de lactosa. Se homogeniza
con una varilla de vidrio mientras se evapora el

acetato de etilo. Una vez finalizada la operación
se deja la cápsula en una cámara de vacio durante



190

una hora. Todo el proceso de desecación se consigue
en menos de dos horas.

Se sacan tres muestras de 1 g de tres puntos distin-

tos para comprobar la homogeneidad y establecer
el valor de la absorbancia a tiempo cero. Inmediata-

tamente se depositan las cápsulas en estufas a tempe-
ratura controlada, y se toman porciones de 1 g a

distintos tiempos, las cuales se extraen con 5 mi de
acetato de etilo, dejando el polvo en suspensión en

la nevera durante 24 h. El liquido sobrenadante se

siembra sobre un cromatofolio de silicagel, siguien-
dose el método analítico general.

Se han realizado degradaciones a temperaturas contro-
ladas de 54, 60 y 70 QC.

Resultados.

Los resultados obtenidos se especifican en las ta-

blas 110, 111 y 112, y en las figuras 113 , 114 y 115.

Los productos de degradación que se han podido de-
tectar son : producto a, producto 1 e indicios de

producto 3_. No se han detectado productos distintos
de los obtenidos en procesos sobre placas de silica-

gel. En silicagel, y para porcentajes de degradación

similares, los productos formados serian practica-
mente los mismos, si bien la cantidad del producto

,1 deberla ser mayor.

Se observa una velocidad inicial superior al resto

del proceso degradatorio, comportamiento general
en las degradaciones sobre soportes sólidos. Para

poner de manifiesto este fenómeno se han representa-

do los 25 primeros dias del proceso en la gráfica
116. Este efecto es progresivamente menos evidente
a temperaturas bajas.
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TIEMPO ABSORBANCIAS % ITANOXONA

dias Prd. 1 Itanox. Prd. á

0 0.788

0.782

0.780

100.00

99.24

98.98

97.46

92.64

79.95

76.52

0.93 0.019

0.020

0.021

2.92

17.93

80.85

196.85

337.85

0.768 0.009

0.010

0.022

0.730

0.630

0.603

Tabla 110: Estudio de estabilidad de

lactosa a 54QC.

Itanoxona en

TIEMPO ABSORBANCIAS % ITANOXONA

dias Prd. 1 Itanox. Prd. a

0 0.785 100.00

98.09

98.09

95.54

88.28

71.97

64.97

1.05

3.10

12.90

81.89

197.89

338.89

0.015

0.030

0.031

0.770

0.770

0.750 0.011

0.015 0.693

0.565 0.030

0.510

rabia 111: Estudio de estabilidad de

lactosa a 60QC.

Itanoxona en
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TIEMPO ABSORBANCIAS %

días Prd. 1 Prd. aItanox. ITANOXONA

0 0.027 0.410

0.390

0.005

0.008

0.031

0.043

100.00

95.12

92.68

92.68

86.59

80.49

4.08 0.020

11.00

18.96

42.01

83.01

115.01

0.036 0.380

0.380

0.355 0.048

0.330 0.050

0.025 0.315

0.270

0.047 76.83

65.85248.01 0.030 0.070

Tabla 112: Estudio de estabilidad de Itanoxona en

lactosa a 70QC. A los 248.01 días se obser-

van también sombras de producto 3_.
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Figura 113; Degradación de Itanoxona adsorbida sobre lactosa
a 542C. En la representación se muestra el % de

Itanoxona remanente frente al tiempo.
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Degradación de Itanoxona adsorbida sobre lactosa
a 60QC. En la representación se muestra el % de
Itanoxona remanente frente al tiempo.

Figura 114:
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Figura 115: Degradación de Itanoxona adsorbida sobre lactosa
a 70QC. En la representación se muestra el
% de Itanoxona remanente frente al tiempo.
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Al objeto de establecer una previsión de estabilidad
a 25QC, es prudente prescindir de las primeras fases
más rápidas, pero que afectan a una parte muy peque-

ña de la concentración inicial y considerar el pro-
ceso ulterior de la degradación, intentando aplicar
la ecuación de Arrhenius para predecir la estabili-
dad a 25QC, a la parte más significativa de la curva

de degradación que es la inmediatamente posterior a

la primera fase rápida.

Se ha intentado tratar todo el conjunto de la degra-
dación como si se tratase de una degradación de

orden cero o uno, obteniéndose resultados poco sa-

tisfactorios. Por razones teóricas consideramos más

razonable aplicar los criterios de orden 1, ya que

se trata de procesos dependientes
ción molecular.

Un tratamiento general de orden 1 revela que la
constante de velocidad es progresivamente decrecien-
te (Figura 117).

de la concentra-

Se han considerado los intervalos que afectan mayo-

ritariamente la descomposición inicial, despreciando
como se ha dicho las primeras fases rápidas, y se

ha calculado la K de primer orden deducida de la

descomposición en este intervalo.

A partir de las constantes de velocidad aparente obteni-
das v y por. aplicación de la ecuación de Arrhenius
se ha obtenido por extrapolación (figura 118) la
velocidad inicial que afectaría una descomposición

25QC.a

El tiempo de validez aproximado que corresponde a

este valor de K
2^ es de unos 6 años,lo que represen-

ta técnicamente que la caducidad es superior al
límite máximo permitido de 5 años,y que el excipien-
te no comporta ninguna limitación a esta caducidad
máxima establecida.
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Figura 117: Degradación de. Itanoxona en lactosa a

70QC. El tratamiento general de orden 1

revela que la constante de velocidad a-

párente es progresivamente decreciente.
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FIGURA 118: Cálculo de la K^5 para la degradación
de Itanoxona sobre lactosa. El tiempo en

que se degradarla el 10% a 252C es de
5.93 años.
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5.2.2.2. Estabilidad sobre celulosa microcristalina.

I

Método.

Se ha seguido la misma técnica descrita para la
estabilidad sobre lactosa, sobre una muestra de

celulosa microcristalina para uso farmacéutico.
!

Se han realizado las degradaciones a temperaturas
controladas de 54, 60 y 70 QC.

Resultados.

En las tablas 119 a 121, y figuras 122 a 124, se dan los re-

sultados obtenidos, de los que se desprende que

también existe un proceso degradatorio inicial rá-

pido que solo afecta a las primeras fases del proce-

so, y que tiene una incidencia progresivamente menor

a medida que se consideran temperaturas más bajas.
Es posible en este caso realizar el mismo tratamien-
to que en las degradaciones sobre placas de silica-

gel, dando dos velocidades para cada degradación,
una rápida y otra lenta, y el porcentaje de producto
inicial afectado por cada una de ellas (figura 125 y

tabla 126).

A la vista de estos datos resulta un tanto difícil

hacer una previsión de estabilidad a 25QC. La apli-
cación de la ecuación de Arrhenius a los procesos

rápidos y lentos resulta bastante satisfactoria,

pero es en cambio difícil predecir la fracción que

se descompone a cada una de las velocidades conside-
radas.

Para obtener una idea de dicha estabilidad se ha

realizado una extrapolación de los porcentajes cal-
culados en cada una de las temperaturas ensayadas,
a la temperatura de 252C, aunque la correlación
en este caso sea poco satisfactoria. De todas mane-

ras se pone de manifiesto un periodo de validez

I
!
I

I
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Absórbanlastiempo

(días) Itanoxona Prod. 3 Prod. 1

0.450

0.350

0.300

0.275

0.270
0.250

0.230

0.220

0.020

0.020

0.030

0.020

0.030
0.020

0.020

0.020

0.000

0.020

0.060

0.060

0.092
0.065

0.065

0.050

O

4

7
10

14
17

21

TABLA 119 • Degradación a 70 de la Itanoxona
sobre soporte de celulosa microcns-
taima
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Absorbanciastiempo

( dias) Itanoxona Prod. 3 Prod. 1

O 0.464
0.420

0.384

0.350

0.330

0.320

0.320

0.310

0.000

0.020

0.050

0.050

0.020

0.020

0.058

0.030

0.040
0.040

0.066

0.066

0.070

0.060

0.060

0.050

3

6

9

13

17

22

TABLA 120 Degradación a 60 se de la Itanoxona
sobre soporte de celulosa microcris-
talina.

tiempo

(días)

Absorbencias

Itanoxona Prod. 3 Prod. 1

0.430

O 405

0.390

O O 000
0.002

O 070

0.004

0.004
¡

O 0224

0.370 0.020 0.045

0.070

{

O . JuO 0.030¡ v

0.350 0020 0.04014

y .340
O 335

O 020
O 020

y ,04o

O 030

} i i
!O 1

!

j

TABLA 121: Degradación a 54 -C de la Itanoxona
sobre soporte ce celulosa rr.ic-ccr:
taima.
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FIGURA 122.



204

X A

100 u

80

4-

60

40

20

1 I I 11 1 1 i1 1 1
0

0 4 12 168 20 Días

ESTABILIDAD DE ITAN0X0NA SOBRE CELULOSA MICROCRISTALINA A 60C.

% ITANOXONA
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1
3
6
9
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FIGURA 123.
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FIGURA 124.
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0.8

0.4

o
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4 8 120 16 í/r

-ln(I/Io) = 0.34313 + 0.01814 tFASE LENTA:

-ln(I/Io - f) = 1.23631 + 1.27714 t

f: componente de la fase lenta I/Io para t.

FASE RAPIDA:

-0.01814 t-1.27714 t
+ 0.70954 eI/Io = 0.29045 e

Cálculo de la ecuación para la degrada-
ción de Itanoxona sobre celulosa micro-
cristalina a 70QC, en dos fases, una
lenta y otra rápida.

FIGURA 125:

FASE LENTAT QC FASE RAPIDA t DESVIA.
90

b b días ESTANDARDm m

0.01814

0.00438

0.34313 1.23631

1.37375

1.97143

70 1.27714

0.32248

0.16597

0.314

1.445

0.00733

60 0.30495

0.17188

0.00004

54 0.00370 5.32 0.00941

-5
25 9.77 10 3.28127-0.13765 0.00215 812

Parametros de las ecuaciones de degrada-
ción de Itanoxona sobre celulosa micro-
cristalina a las diferentes temperaturas
v su extrapolación a 252C.

TABLA 126:
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aceptable del orden de 2 años, que probablemente en

la realidad sería superior (Figuras 127 y 128).

Los productos de degradación que se han podido de-
tectar son el producto 1 y el producto 3_. No habién-
dose detectado ningún producto distinto de los ya

conocidos.

i
’

!■
I
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0.00288 0.00296 0.00304 0.00312 0.0032 0.00328 l/T

-29.72606 + 11610.01250 * l/T-ln B =

FIGURA 127: Cálculo de B a 25QC por aplicación
de la ecuación de Arrhenius, para la fa-
se lenta.
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FIGURA 128: Cálculo de B a 25QC por aplicación de la
ecuación de Arrhenius, para la fase

rápida.
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5.2.2.3. Estabilidad sobre estearato de magnesio.

Método.

Se ha seguido la misma técnica descrita para la
estabilidad sobre lactosa, sobre una muestra de

estearato de magnesio.

Se han realizado las degradaciones a temperaturas
controladas de 54, 60 y 70 2C.

Resultados.

los resultados obte-

nidos al analizar la muestra de estearato magnésico

que contiene la Itanoxona degradada en función del

tiempo (Figuras 132 a 134).

Se dan en las tablas 129 a 131

Se observa que la velocidad de degradación sobre
este soporte es elevada y que los productos de de-

que se pueden detectar son el producto ¿
y el producto 1, pero no el producto a, cuya presen-

cia en soportes de silicagel y lactosa es siempre

perceptible.

gradación

Se ha intentado tratar estos resultados como si

fuera una cinética de primer orden poniéndose de
manifiesto una clara falta de linealidad (figura 135).
No obstante y con el fin de poder predecir la esta-
bilidad a 25QC. Se han considerado tan solo las

velocidades iniciales del proceso de degradación

que son las que pueden afectar el primer 10% de

alteración.

Representando los logaritmos neperianos de las cons-

tantes aparentes de primer orden en las primeras
fases del proceso frente a la inversa de la tempera-

tura, se ha construido un diagrama que ha permitido,
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ABSORBANCIASTIEMPO

Prd. 3.Prd. 1días Itanox.

0.012

0.055

0.065

0.108

0.110

0.112

0.135

0.726

0.554

0.485

0.470

0 0.066

0.023

0.047

0.060

0.84

1.94

2.95

3.94

7.96

11.04

0.448

0.378

0.340

0.050

0.030

0.043

Tabla 129: Estudio de estabilidad de

en estearato magnésico a 54QC.

Itanoxona

TIEMPO ABSORBANCIAS

días Prd. 1 Prd. 3Itanox.

0 0.725

0.455

Trazas 0.046

0.0330.131

0.168

0.160

0.192

0.182

0.85

1.80

2.80

3.86

6.85

0.370 0.035

0.0920.325

0.323 0.057

0.250

0.222

0.056

8.80 0.180

0.188

0.060

13.80 0.220 0.052

Tabla 130: Estudio de estabilidad de Itanoxona en

estearato magnésico a 60QC.
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ABSORBANCIASTIEMPO

dias Prd. 1 Prd. 3Itanox.

0.415

0.100

0.0460 Trazas

0.1250.80 0.055

0.095

0.081

0.059 0.0501.90

2.80 0.050

0.023

0.045

0.037 0.0546.98

10.90 0.035 0.022 0.174

Tabla 131: Estudio de estabilidad de Ita-

noxona en estearato magnésico
a 70QC.
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FIGURA 132:
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FIGURA 133:
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linealidad.

FIGURA 135 :
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por extrapolación y suponiendo aplicable la ecuación
de Arrhenius, predecir la velocidad inicial de des-

composición a 25QC (figura 136).

Con este dato se ha calculado el tiempo de validez

presumible: tgg= 4.24 dias.

El proceso de descomposición es mucho más rápido

que el observado con el excipiente de lactosa y tam-

bién sobrepasa la velocidad de descomposición sobre

placas de silicagel. La no presencia de producto a,

hace pensar en un proceso de degradación distinto
condicionado por la presencia de ión magnesio. Por

esta razón se han hecho estudios encaminados a poner

de manifiesto los efectos de los compuestos de magne-

sio sobre el proceso de degradación.
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5.2.2.4. Estabilidad sobre soportes de Oxido de Mag-

nésio.

Se ha realizado un estudio de estabilidad sobre

óxido de magnésio.La velocidad de degradación en

este soporte es tan enormemente rápida que resulta
dificil su control,ya que las manipulaciones para

obtener el polvo seco impregnado de Itanoxona llevan

consigo a la práctica desaparición del producto
de partida con formación de los productos _1 y _3.No
obstante la cantidad de producto 1, es muy pequeña

3 CD

It

1 O

f

A

J

Cromatograma del

tiempo cero.

Cromatograma a

las 22 h a 70QC
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5.2.2.5 Estabilidad de solución etanólica de Itanoxo-

na en presencia de Sulfato Magnésico en

suspensión.

Método.

Se ha preparado una disolución
Itanoxona (0.58 mg/ml) y se distribuye en dos tubos
roscados conteniendo cada uno de ellos 15ml de la

disolución.

etanólica de

En uno de ellos se ha introducido 30mg de sulfato

magnésico que queda en suspensión.

Los dos tubos se introducen en una estufa a 702C

y de ellos se toma muestra a distintos tiempos,si-

guiendo la metódica de valoración general,se controla
la Itanoxona remanente y los productos de degradación
formados.Estableciendo un estudio comparativo al

objeto de ver el efecto de la pequeña cantidad de
sulfato magnésico añadido.

Resultados.

Se dan en las tablas 137 y 138,
los resultados obtenidos.

y en la figura 139

Al examinar estos resultados se observa que el máximo
se da casi al mismo tiempo

en las dos descomposiciones,pero su valor es muy

distinto siendo netamente inferior en presencia
de sulfato de magnésio.

de concentración de 1

La relación 1 /Itanoxona,cuando se alcanza la concen-

tración máxima,son en ambas disoluciones del mismo

orden,siendo ligeramente superior (3,6 frente 3,36)
en ausencia de sulfato magnésico.

La degradación en presencia de sulfato magnésico
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TIEMPO ABSORBANCIAS

Días - Horas 1 3 0Itanoxonaa

0.648

0.450

0

0.94- 22.50

1.95- 46.70

2.93- 70.45

4.02- 96.45

6.90-165.65

9.90-237.75

34.90-837.75

0.027

0.051

0.070

0.054

0.075

0.208

0.310

0.363

0.305 0.033

0.240

0.183

0.120

0.043

0.383

0.403

0.322

0.000

0.058

0.0150.040

0.079

0.230

0.0150.088

0.000

0.080

0.2000.000

Fig-: 137.

Degradación de Itanoxona en solución etanó-
lica en presencia de sulfato de magnésio a

70QC. (nQ I).
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TIEMPO ABSORBANCIAS

Dias - Horas 1 3Itanoxonaa

0 0.648

0.4480.94- 22.50

1.95- 46.70

2.93- 70.45

4.02- 96.45

6.90-165.65

9.90-237.75

0.268

0.425 0.315

0.525 0.259

0.213

0.180

0.580

0.6520.033

0.045 0.630 0.185 0.010

Fig.: 138.

Degradación de Itanoxona en solución etanó-
lica a 702C.Realizada paralelamente con otra

(nQ I ) cuya única diferencia consiste en la

presencia en suspensión de sulfato magnésico.
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es más rápida y completa como se pone de manifiesto
en los cromatogramas a los 34,9 horas (Figl40).

En las primeras fases se observa un gran paralelismo
en las dos degradaciones que contrasta con la marcada
diferencia en las fases más avanzadas.De ello se

puede sacar la consecuencia de que el magnésio influ-

ye más sobre la degradación del producto 1
sobre la descomposición de la Itanoxona

que

que

su influjo no se manifiesta hasta que la cantidad
de producto 1 es apreciable.

ya

Los productos de degradación formados son muy parecidos
en los dos casos quedando como productos finales

pero el producto intermedio a

final es inapreciable pero que alcanza valores del

orden de 0.08 de absorbancia en los primeros dias,no

queda totalmente bien identificado ya que si bien
su Rf en el cromatograma es el que le corresponde

presenta un espectro UV con un máximo a 249nm que

no corresponde al que normalmente se ha constatado
como producto a

son pequeñas y las gráficas espectrales no son muy

precisas,esta diferencia hace pensar

de un producto distinto.En los productos
estas diferencias no se dan.

3 ,0

cuya presencia al

(270nm) aunque las absorbancias

que se trata

0 y 3

Para asegurar que el efecto del sulfato magnésico
se debe realmente al ión magnésio y no al anión
sulfato o a la presencia de sales insolubles.Se
ha repetido la experiencia anterior sustituyendo
el sulfato magnésico por sulfato cálcico.Los resulta-

dos obtenidos se dan en la tabla 141 y figura 142
demuestran que el sulfato cálcico no influye en

la descomposición quedando con ello de manifiesto

que la alteración observada en presencia de sulfato

magnésico es debido al ión magnésio.
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O 3
. .
* * -/

cz>It

o o

C3 i

O a

%

Solución de Ita-

noxona en etanol

Solución de Itano-
xona en etanol en

presencia de sul-
fato de magnésio

Figura 140:
En la figura se muestran los cromatogramas
de dos degradaciones realizadas paralelamente
con la única diferencia de la presencia en
suspensión de sulfato magnésico en una de
ellas. Los cromatogramas han sido realizados
a las 34,9 horas.
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Itanoxona ¿O.Ca
4

Itanoxona

★ -
1 >

o - 1

lSO^Ca
*}.- SSO^Ca
*- 0

V" 3

0.6 •

0.5 '

0.4 •

0.3

0.2 '

0.1 >

*m=£L/¿

15 20105

Días

Fig.: 142

En la figura se muestra un estudio comparativo
entre dos degradaciones de Itanoxona en etanol
a 70QC,realizadas en paralelo,cuya diferencia
consiste en ia presencia o ausencia de sulfato
cálcico en el medio.
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5.2.2.6. Estabilidad sobre talco.

El efecto degradante del magnesio nos ha inducido a

a estudiar un excipiente de gran aplicación en tec-

nologia farmacéutica y que es también un derivado
magnésico, el talco ( ( ) ^OH^Mg ) .

Método.

Se ha repetido la misma técnica que en el caso del
estearato magnésico, utilizando como soporte sólido,
una muestra de talco de calidad farmacéutica.

Resultados.

Los resultados obtenidos se muestran en las tablas

143 144 y 145, y en las figuras 146 a 148.

Estos resultados ponen de manifiesto que el proceso

de degradación es bastante rápido, presentándose
también el característico fenómeno de una mayor

velocidad inicial.

Es relativamente fácil caracterizar las velocidades

rápidas y lentas de primer orden y los porcentajes
afectados por una y otra a distintas temperaturas,

pero los resultados no permiten limitar la previsión
de estabilidad a la parte rápida únicamente, debién-
dose efectuar un tratamiento parecido al que se

ha efectuado en la celulosa microcristalina, calcu-

lando las velocidades rápida y lenta a 25QC por

aplicación de la ecuación de Arrhenius (figuras
150 y 15.1 ) y el porcentaje afectado por una y otra a

252C, siguiendo un criterio de extrapolación, por

regresión lineal, que resulta ser poco satisfactorio
pero que es el único aplicable (Tabla 149).
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TIEMPO

Dias

ABSORBANCIAS

Producto 3Itanoxona Producto 1

0 0.424

0.302

0.190

0.172

0.150

0.125

0.115

0.110

0.02

0.02

0.02

0.02

0.04

0.02

0.02

0.02

1 0.064

0.060

0.062

0.072

0.070

0.070

0.070

3

7

11

15

18

21

Tabla 143: Degradación de Itanoxona sobre talco

(silicato de magnesio) a 70QC.

TIEMPO

Dias

ABSORBANCIAS

Producto 3Itanoxona Producto 1

0 0.462

0.350

0.290

0.256

0.220

0.195

0.170

0.150

0.060

0.070

0.060

0.080

0.080

0.080

0.082

0.080

1 0.040

0.044

0.040

0.050

3

6

9

13 0.052

0.082

0.075

17

22

Tabla 144; Degradación de Itanoxona sobre talco a 60Q
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Absorbenciastiempo

(días) Itanoxona Prod. 3 Prod. 1

O 0.424

0.340
0.302

0.004

0.004

0.020

0.025
0.060

0.050
0.020

0.030

0.000

0.020

0.020
T

0.275 0.025i

1 1 0.240

0.210

0.200

0.198

0.070

0.062

0.030

0.072

15

18

21

TABLA 145 Degradación a542C de la Itanoxona
sobre soporte de talco
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X A

100

80

60

40

20

1 11 1 1 1
0

12 164 80 Días

ESTABILIDAD DE ITANOXONA SOBRE TALCO A 70C.

% ABSORBANCIA
REMANENTE

TIEMPO
dias

0 100
1 71.22

44.81
40.56
35.37
29.48
27.12
25.94

3
7
11
15
18
21

FIGURA 146.
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% A

100

80

60

40

20

1 I I 1i 1 III 1
0

16 20 Días8 1240

ESTABILIDAD DE ITANOXONA SOBRE TALCO A 60C.

% ABSORBANCIA
REMANENTE

TIEMPO
días

0 100
1 75.75

62.771
55.41

3
6
9 47.61 i
13 42.20

36.79
32.46

17
22

FIGURA 147.
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% A

100

80

\

60

40

20

i i 1I i0
8 12 1640 Días

ESTABILIDAD DE ITANOXONA SOBRE TALCO A 50C.

% ABSORBANCIA
REMANENTE

TIEMPO
días

1000
80.1&
71.22:
64.85
56.60
49.52
47.16
46.69

1
3
7
11
15
18
21

FIGURA 148.
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DEGRADACION DE ITANOXONA SOBRE TALCO.

FASE RAPIDATEMPE-
RATURA

FASE LENTA DESVIACION
ESTANDARD

C1 RlC2 R2 n=8QC

0.03262 0.69082 0.7812970 0.69548 0.0194

1.305280.47768 0.02981 0.3751160 0.0413

0.01656 1.36940 0.177150.45470 0.044654

Extrapolación a 252C:

0.00508 2.92627-0.09756 0.0070425

70 60 54TEMPERATURA 2C 25

tg0 (días) 0.27 0.85 1.82 20

Parámetros correspondientes a la fase lenta y fase rápida

de la ecuación de las cinéticas de degradación de la

TABLA 149:

Itanoxona a diferentes temperaturas y su extrapolación a

252C. A partir de estos datos se calculan los respecti-

vos t^Q. La ecuación a la que corresponden los parámetros
es:

-C2-R2t
+ e-Cl-RltI/Io = e
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-!n 6
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/
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/
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/
/
/
/

/

3.8
/

i IiL I I
3.4

1/T0.00288 0.00296 0.00304 0.00312 0.0032 0.00328

-9.52086 + 4411.38605 M/T-In B =

FIGURA 150.
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-ln B
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✓
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/o1 /

i I I J II
0

0.00288 0.00296 0.00304 0.00312 0.0032 0.00328 1/T

-31.48224 + 10853.03583 * 1/T-ln B =

FIGURA 151.
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Con este tratamiento se obtiene una previsión de

estabilidad a 25QC del orden de 20 dias, siempre
en el supuesto que el talco sea el único excipiente

utilizado, lo cual pone de manifiesto que al igual

que con el estearato de magnesio, dicho excipiente
debe ser utilizado con mucha precaución y en las
minimas proporciones posibles.

Los productos de degradación que se han podido de-
tectar son los productos 3 y 1, no habiéndose detec-
tado ningún producto nuevo.



6.- INTERPRETACION DE LOS PRO-

CESOS CINETICOS DE DEGRA-

DACION.
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6. INTERPRETACION DE LOS PROCESOS

CINETICOS DE DEGRADACION.

nuestro estudio en las disoluciones

etanólicas de Itanoxona, sobre las que hemos efectuado

gran parte de nuestro trabajo experimental.

Se ha centrado

Los estudios realizados han puesto de manifiesto
la existencia de un proceso reversible de isomeriza-

ción, con formación del producto 1. Como este proceso

tiene también lugar en medio sólido, estando la Ita-
noxona adsorbida sobre silicagel, se supone que es

un caso sencillo de reacción reversible de primer
orden.

Superpuesto a este equilibrio se dan diversos procesos

de degradación que deben afectar a la Itanoxona o al

Producto 1, pudiendo simplificar el conjunto de pro-

cesos cinéticos por el esquema:

Kl

PRODUCTO 1ITANOXONA

K2

K4 K3

■*

PROD. FINALES PROD. FINALES

Se supone que las cuatro constantes, que intervienen
en el modelo propuesto, son propias de procesos de

primer orden.

Las concentraciones de Itanoxona |l| o de Producto |l|
deben cumplir las siguientes ecuaciones diferenciales:

¿[i]
= -Kl [i] +K2 [l] -K4 [i] = K2 [l] - (Kl +K4)[l] (I)

dt

a[i]
= Kl [i]-K2 [l]-K3 [l] = ( K2 + K3 ) [l] + Kl [i] (H)

dt

definiendo un sistema de ecuaciones que pueden ser
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ser tratadas matemáticamente para obtener la solución

que nos de la |I en función del tiempo.

Para la resolución matemática del sistema consideramos

el operador d/dt con el símbolo D y se opera

él como un factor que multiplica a las variables,

pudiendo abreviar el sistema en la forma:

con

-(D+K1+K4)[I] + K2[lj = 0
(D+K2 +K3) [l] - K1[i] = 0

multiplicando la primera ecuación por (D+K2+K3) y

la segunda por K2 se puede eliminar 111 y definir
una única ecuación diferencial:

D2[l] + D(K2+K3 +K1 +K4) + (K1K3 +K4K2 +K4K3) [i] = 0

que puede escribirse en la forma:

a2[i] d[i)
^Ki + (K1K3 +K4K2+K4K3) [i] = 0+ (ni)2 dtdt

Ecuación diferencial de tipo lineal homogénea y de

segundo orden, cuya solución es de la forma:

111 = C1 eRlt
que al aplicarle el tiempo cero nos da: |io| = C1 + C2 (V)
Observamos que esta función corresponde formalmente a

la ecuación que se habla obtenido a través de los

R2t
+ C2 é (IV)

estudios experimentales de degradación.

Los valores de R1 y R2 deben ser las soluciones de

la ecuación de segundo grado:

X2 + i K± X + (K1K3 +K4K2 +K4K3) = 0

¿Ki* V<? V2 - 4(K1K3+K2K4+K3K4)
R =

2
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debiéndose cumplir las relaciones:

-£k.

R2 = discriminante

(VE)Rl + R2 =

(VII)Rl

Al sustituir el valor hallado de [i] en la ecuación
(IV), en la ecuación (I) se obtiene:

C1 (R1+K1+K4) eRlt + C2 (R2+K1+K4) eR2t = K2[l]

de donde se puede deducir el valor de [l] en función
del tiempo:

R1+K1+K4 R2+K1+K4
Rlt R2tI1I = C1 + C2 (vni)e e

K2 K2

La aplicación de esta ecuación a tiempo cero nos

permite escribir:

R1+K1+K4 R2+K1+K4
C1 + C2 = 0 (IX)

K2 . K2

Las ecuaciones y (IX) permiten deducir las

siguientes relaciones entre C1 y C2 y las constantes

(V)

del proceso:

R2+K1+K4
C1 = lo

R2-R1

RÍ+KI+K4
C2 = -lo

R2-R1

siendo por consiguiente:

C1 R2+K1+K4

(X)
C2 R1+K1+K4
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Aplicando un sistema de optimización basado en el

método de los minimos cuadrados, a partir de los

resultados de una serie de cinéticas desarrolladas a

cada temperatura, podremos calcular los parámetros
Cl, C2, R1 y R2. Dichos valores, en principio, serán

distintos para cada temperatura (tabla 152).

Para deducir de estos valores experimentales, los

valores de las constantes de velocidad K1, K2, K3 y

K4, disponemos de las ecuaciones VI, VII y X, por

lo que necesitamos una cuarta ecuación para poder
resolver el sistema. Esta ecuación en principio
la puede proporcionar el gráfico de concentración
de producto 1_ frente al tiempo. Recordemos nuestra
observación de que a cada temperatura el máximo
de esta curva se da para una relación de concentra-

ción constante del producto 1 y la Itanoxona, a un tiempo
determinado. Este hecho se explica dentro de nuestro

esquema, igualando a cero la ecuación (II), de lo

que se deduce:

K1 | I | - (K2 +K3) |1| = 0 (XI)

de donde:

| I |/|1| = (K2 +K3)/Kl (XII)

Esta ecuación solo puede ser utilizada si se conocen

las absorbilidades relativas del producto 1_ y de
la Itanoxona, ya que los datos experimentales de

que disponemos son de absorbancia. Para que en la
ecuación (XII) se puedan poner directamente dichas
absorbancias debe figurar en ella el factor " f"

que corresponde a las absoroilidades relativas:

|I| 1 A
I (XIII)

|1 f A,

f = VEi (XIV)
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C1 C2 R1 R2T QC EESWMEN

ESETCARD

50 0.69505 0.28725 -0.17311 -0.00346 0.03225

60 0.67977 0.24738 -0.36913 -0.00302 0.04522

70 -0.491030.69625 0.25413 -0.01049 0.03459

TABLA 152: Relación de parámetros Cl, C2, Rl y R2, co-

rrespondientes a la ecuación IV, calculados

por un sistema de optimización basado en

el método de los mínimos cuadrados, en

el que se tiene en cuenta en primer lugar
los puntos experimentales de las fases fi-
nales de la degradación.

MAXIMO DEL PRODUCTO 1

tm (dias)

T QC

VAi

50 22.74 0.279

12.6160 0.282

70 7.66 0.294

TABLA 153: Relación de absorbancias entre Itanoxona y

producto JL en el punto en que se da el má-
ximo para la curva del producto 1. También
se da el tiempo (tm) para ese máximo.
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de donde obtenemos:

K2 + K3AI
= f (XV)

A1 K1

Por otra parte también se habla observado experimen-

talmente, que este máximo en el producto 1_ se daba
siempre para el mismo valor de tiempo, lo cual tam-

bién concuerda con nuestro planteamiento, ya que si
derivamos la ecuación (VIII) e igualamos a cero,

para el valor del tiempo máximo, se obtiene:

R2+K1+K4R1+K1+K4
R2 tmRltm

+ R2-C2 = 0Rl-Cl ee

K2K2

de donde, teniendo en cuenta (X) obtenemos:

ln(R1/R2) = (R2-R1)tm

o sea:

tm = (1/(R2-R1)) ln(R1/R2)

El cálculo aproximado del valor de II £ II se puede
obtener atendiendo a las primeras fases del proceso

de degradación y representando los valores de Itano-
xona frente a los correspondientes valores del pro-
ducto _1, expresados por sus absorbancias, normaliza-
das respecto a la absorbancia inicial de Itanoxona

lo, trazando la tangente a la curva en el punto

correspondiente el Ínstente en que ji¡ = n

Teóricamente dicha tangente debe corresponder al
cociente entre las ecuaciones (I) y (II), multipli-
cando las absorbancias de _! por el valor de "f".
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K2 | 1| - (K1 +K4) |I |d|l|
(XVI)s=

-(K2+K3)I1I + K1IIId i 1 | f

que para |1|=0

d 111 -(K1+K4)
f (XVII)

d t 1 | Kl

dado que la pendiente de la tangente (M) es d|I|/d|1 |
obtenemos:

M = -f-(K4/Kl)f (XVIII)

La pendiente corresponde al valor de "f" y un término
adicional de muy poca entidad, ya que el valor de
K4 es una constante de velocidad pequeña en relación
a Kl.

En la figura 154 representamos los diferentes valores
de Itanoxona y producto 1, expresados por sus absor-

bandas normalizadas dividiéndolas por el valor

de la absorbancia inicial de la Itanoxona (lo).
De ella se deduce que el valor de M oscila alrededor
de 1.4. No siendo posible determinar con exactitud
suficiente el valor de esta pendiente, se ha ensayado
un margen de valores alrededor de 1.4 para deducir
los valores de las diversas constantes mediante

la aplicación del sistema de ecuaciones propuesto

(Tablas 155, 156 y 157 ). Aunque el método teórico
es correcto, tiene el inconveniente de que la insegu-
ridad en el valor de "f" se refleja muy significati-
vamente en los valores de las K3 y K4.

Por esta razón se ha utilizado otro método de cálculo

en el que prescindimos de dar un valor previamente
estimado a los parámetros de la ecuación (IV), con-

siderando solamente los da.tos experimentales de
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DEGRADACION DE ITANOXONA EN SOL. ETANOLICA

Pt/Io

I/Io

0.50 1.00 i .500.00

FIGURA 154: Representación de las absorbencias del

producto 1_ y de la Itanoxona, ambas
normalizadas dividiendo por la absor-
bancia inicial de la Itanoxona (lo).
Se observa que el valor de la pendiente
de la tangente, debe ser de alrededor

de 1.4 .
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DE6RADACION EN SOL. ETANOLICA A 70 C.

K3 HK2 K4 FK1
0.394760
0.391220
0.387773
0.384415

0.381144
0.377954
0.374843
0.371808
0.368845
0.365952
0.363126
0.360365
0.357666
0.355026
0.352444
0.349918
0.347445
0.345023
0.342652
0.340329
0.338052
0.335821

1.100000
1.120000
1.140000
1.160000
1.180000
1.200000
1.220000
1.240000
1.260000
1.280000
1.300000
1.320000
1.340000
1.360000
1.3B0000
1.400000
1.420000
1.440000
1.460000
1.480000
1.500000
1.520000
1.540000
1.560000
1.580000
1.600000

0.116443
0.117123
0.117833
0.118575
0.119348
0.120149
0.120980
0.121838
0.122724
0.123636
0.124574
0.125538
0.126527
0.127540
0.128577

0.129638
0.130721
0.131826
0.132953
0.134102
0.135272
0.136462
0.137672
0.138902
0.140152
0.141420

0.022541
0.021862
0.021151
0.020410
0.019637
0.018836
0.018005
0.017147
0.016261
0.015349
0.014410
0.013447
0.012458
0.011445
0.010408
0.009347
0.008264
0.007159
0.006032
0.004883
0.003713
0.002523
0.001313
0.000083

-0.001167
-0.002435

-0.032225
-0.028684
-0.025238
-0.021880
-0.018608
-0.015419
-0.012308
-0.009273
-0.006310
-0.003417
-0.000591
0.002170
0.004869
0.007509
0.010091
0.012618
0.015091
0.017512
0.019883
0.022206
0.024483
0.026714
0.028902
0.031048
0.033152
0.035217

1.197777
1.208617
1.219360
1.230010
1.240568
1.251037
1.261419
1.271717
1.281931
1.292065
1.302121
1.312099
1.322001
1.331830
1.341588
1.351274
1.360892
1.370442
1.379926
1.389346
1.398702
1.407996
1.417228
1.426401
1.435516
1.444573

0.333633
0.331488
0.329383
0.327318

TABLA 155:.
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DEGRADACION EN SOL. ETANOLICA A ¿O C.

HK1 K2 K3 K4 F
0.29698?
0.294325
0.291732

0.289206
0.286745
0.284345
0.282005
0.279721
0.277493
0.275316
0.273190
0.271112
0.269082
0.267096

0.265153
0.263252
0.261392
0.259570
0.257786
0.256039
0.254326
0.252647
0.251001
0.249387
0.247804
0.246250

0.089779
0.090305
0.090854
0.091425
0.092017
0.092629
0.093263
0.093916
0.094588
0.09527?
0.095989
0.096716
0.097461
0.098224

0.099003
0.099799
0.100610
0.101438
0.102281
0.103139
0.104012
0.104900
0.105801
0.106717
0.107646
0.108589

0.010925
0.010399
0.009850
0.009279
0.008687
0.008074
0.007441
0.006788
0.006116
0.005425
0.004715
0.003988
0.003242
0.002480
0.001701
0.000905
0.000093
-0.000734
-0.001577
-0.002435
-0.003308
-0.004196
-0.005098
-0.006013
-0.006943
-0.007885

-0.025543
-0.022879
-0.020286
-0.017760
-0.015298
-0.012899
-0.010559
-0.008275
-0.006046
-0.003870
-0.001744
0.000334
0.002365
0.004350
0.006293
0.008194
0.010054
0.011876
0.013660
0.015408
0.017120
0.018799
0.020445
0.022059
0.023642
0.025196

1.203508
1.214400
1.225195
1.235895
1.246504
1.257023
1.267455
1.277302
1.288065
1.29B248
1.308351
1.318377
1.328327
1.338203
1.348007
1.357740
1.367404
1.377000
1.386529
1.395994
1.405395
1.414733
1.424010
1.433227

1.442385
1.451485

1.100000
1.120000
1.140000
1.160000
1.180000
1.200000
1.220000
1.240000
1.260000
1.280000
1.300000
1.320000
1.340000
1.360000
1.380000
1.400000
1.420000
1.440000
1.460000
1.480000
1.500000
1.520000
1.540000
1.560000
1.580000
1.600000

TABLA 156.
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DEGRADACION EN SOL. ETANOLICA A 50 C.

FK4 HK1 K2 K3
-O.022630
-0.021320
-0.020044
-0.01B801
-0.017590
-0.016409

-0.015257
-0.014134
-0.013037
-0.011966
-0.010920
-0.009898
-0.008898
-0.007921
-0.006965
-0.006030
-0.005115
-0.004218
-0.003341
-0.002481
-0.001633
-0.000812
-0.000002
0.000792
0.001571
0.002336

1.301559
1.313338
1.325012
1.336585
1.348058
1.359434
1.370716
1.381905
1.393005
1.404017
1.414944
1.425786
1.436547
1.447228
1.457830
1.468356
1.478808
1.489185
1.499491
1.509727
1.519893
1.529992
1.540025
1.549993
1.55989?
1.569739

1.100000
1.120000
1.140000
1.160000
1.180000
1.200000
1.220000
1.240000
1.260000
1.280000
1.300000
1.320000
1.340000
1.360000
1.380000
1.400000
1.420000
1.440000
1.460000
1.480000
1.500000
1.520000
1.540000
1.560000
1.580000
1.600000

0.146134
0.144823
0.143547
0.142305
0.141093
0.139913
0.138761
0.137633
0.136541
0.135470
0.134424
0.133402
0.132402
0.131425
0.130469
0.129534
0.128619
0.127722 .

0.126844
0.125984
0.125142
0.124316
0.123506
0.122712
0.121932
0.121168

0.009779
0.009655
0.009521
0.009375
0.009219
0.009052
0.008876
0.008690
0.008494
0.008288
0.008074
0.007851
0.007619
0.007373
0.007129
0.006872
0.006607
0.006334
0.006054
0.005766
0.005470
0.005168
0.004858
0.004542
0.004219
0.003889

0.043295
0.043419
0.043554
0.043699
0.043855
0.044022
0.044198
0.044385
0.044581
0.044786

0.045000
0.045223
0.045455
0.045696
0.045945
0.046202
0.046467
0.046740
0.047020
0.047308
0.047604
0.047906
0.048216
0.048532
0.048856
0.049135

157.TABLA
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las determinaciones y utilizando el método de Mar-

para optimizar el valor de cada una

de las cuatro constantes (Kl, K2, K3 y K4) para

dicha ecuación IV, de la descomposición de la Itano-

xona. Cabe resaltar, en cuanto a las constantes

Kl y K2, que resultan ser del mismo orden que en el caso ante-

rior, pero se tiene la ventaja de no precisar el
valor de f para estimar el valor de las constantes.

En la tabla 158 se dan dichas constantes, junto con

los valores de f y M, que se deducen a partir de la
ecuación VIII, normalizada dividiendo por lo, y

la ecuación XVIII .

quardt (

A partir de los datos de dicha tabla se han podido
determinar las constantes correspondientes a 252C,

aplicando la ecuación de Arrhenius (figuras 159 a 162).

También se ha calculado para cada una de dichas
constantes el AS de activación, en el marco de la

teoría del complejo activado, aplicándola ecuación (45):

+

AS+/R -Ea/RT
■ e • e

RT
(XIX)K =

que es una intepretacám de la ecuación de Arrhenius:

-Ea/RT (XX)K = A-e

que en su forma logarítmica:

-ln K = -ln A + Ea/RT (XXI)

corresponde a la ecuación de una recta del tipo

y=mx+b, donde y=-lnK, x=l/T, b=-lnA y m=Ea/R, de
donde:

Ea = R-m (XXII)
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KlT QC K2 K3 K4 f M DES. ESTD.

70 0.420049 0.175100 1.290.01203 0.025027 -1.3668 0.03073

60 0.301279 0.123100 0.00126 0.013143 1.22 -1.2732 0.02693

50 0.114992 0.039934 1.330.00047 0.006164 -1.4013 0.02596

Extrapolación a 252C por aplicación de la ecuación de Arrhenius.

-6
25 0.019455 0.000530 3.63 10 0.000829

TABLA 158: - Constantes cinéticas de degradación de la Itanoxona, calcu-

ladas a partir de la ecuación IV, por aplicación del método

de Marquardt, dividiendo por lo, con lo que nos queda:

Rlt R2t
I/Io = Cl' e + C2' e

siendo Cl' = Cl/Io y C2' = C2/Io.

- Valores de f calculados a partir de la ecuación VIII y

los datos de absorbancia experimentales del producto 1,
divididos por la absorbancia inicial de la Itanoxona la,

con lo que la ecuación queda:

R1+K1+K4 Rlt R2+K1+K4 R2t
e + C2 —^ e

IPl/Io = f (Cl )K2 K2

- Valores de M, calculados a partir de la ecuación XVIII.
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-ln K1

y

3.6

s‘

3
y

2.4
/

o/
✓

z'

/1.8
/

s

/ o1.2

/

11 i 1I 1 1 10.6
1/T0.00288 0.00296 0.00304 0.00312 0.0032 0.00328

-20.25223 + 7209.18329 * FCX)GCY) =

FIGURA 159s Aplicación de la ecuación de Arrhenius para Kl.
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- ln K2

5.1
X

s

4.5 X

3.9

S

/
3.3 o

/■
/
/

2.7

s

/
o2.1

X

X

i 1 1 1 1 1 1 1 1 I1.5
0.00328 1/T0.00288 0.00296 0.00304 0.00312 0.0032

GCY3 = -22.37200 + 8228.32536 * FCX3

Aplicación de la ecuación de Arrhenius para K2.FIGURA 160:
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-ln K3

12

/

/

10.4 y
/

/

8.8
S

/ o
y

/
y»7.2

❖

/5.6

r

<i

i I III I 1I
4

0.00288 0.00296 0.00304 0.00312 0.0032 0.00328 1/T

GCY) = -47.48316 + 17882.60379 * FCX)

Aplicación de la ecuación de Arrhenius para K3.FIGURA 161:
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-In K4

7.2

/

6.6
/
y
y

/
6 /

/

/

5.4
/

/
y

y

4.8 ✓

,y

/

y
y4.2

1 1 11 1 1 13.6
0.00288 0.00296 0.00304 0.00312 0.0032 0.00328 1/T

QCYi) = -18.96408 + 7765.41924 * FCX3

Aplicación de la ecuación de Arrhenius para K4.FIGURA 162:
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y también:

ln A = ln(RT/N^h) + &S/R + 1 (XXTII)

de .donde podemos deducir:

AS+ = R -ln(ANAh/RT)-R (XXIV)

En la tabla 163 se dan los resultados de la aplicación de

dicho cálculo para las distintas constantes. El

incremento de la entropía de activación se ha calcu-
lado para una temperatura de 25QC.

El proceso cinético relacionado con la constante

K3, es el único que presenta un incremento de entro-

pia de activación positivo.
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Ea/Rln A

(días ^ )

ln A

(s_1 )

(USEUNIE s Ea

(cal/fruL) (Kcal/tol)

7209.18 -37.176Kl 20.25223 8.88549 14.325

K2 11.0052 8228.32 -32.964 16.35022.37200

47.48316 36.1164 17882.60 +16.932 35.533K3

7765.42 -39.7351 15.430K4 18.96408 7.5973

Energía de activación (Ea) e incremento de

entropía de activación ( S ) para cada una de
las constantes cinéticas de degradación ,

calculadas a partir de las ecuaciones XXII y

XXIV, respectivamente.

TABLA 163:



7.- CARACTERIZACION DE LOS PRO-

DUCTOS DE DEGRADACION.
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7. CARACTERIZACION DE LOS PRODUC-

TOS DE DEGRADACION.

Por medio de la cromatografía en capa fina (C.C.F.)

preparativa, se ha conseguido aislar pequeñas canti-
dades de los productos de degradación: 3, 3±
y a, habiéndose comprobado, por técnica cromatográ-
fica y espectroscópica, la práctica pureza de los

0,

productos aislados.

Con estos productos se han llevado a cabo una serie

de estudios, que han permitido profundizar en su

caracterización orientada a dilucidar su estructura.

7.1. PRODUCTO 1.

Aspecto.

Cristales de color amarillo en forma de aguja.

Punto de fusión.

Se ha determinado mediante platina de Kófler, obte-

niéndose un valor de 196-198QC.

Solubilidad.

A pH=9, las disoluciones de Itanoxona dan precipita-
do de producto 1_ al producirse la degradación, de lo

que se deduce que su solubilidad es menor que la

de la Itanoxona.

La solubilidad en etanol absoluto, acetona y acetato

de etilo, resulta suficiente para su extracción

de los depósitos separados por C.C.F.
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Cromatografía en Capa Fina.

Utilizando el líquido de desarrollo cloroformo/meta-
nol (15:85), presenta un Rf de 0.26, valor inferior
al de la Itanoxona, lo que demuestra que presenta
una mayor polaridad. Su caracterización en el croma-

tograma se basa en su espectro UV característico

(figuras 36 y 39).

Relación con los otros productos estudiados.

Es el primer producto de degradación que se obtiene,
tanto en disolución como en capa fina.

No se ha constatado su formación a partir de produc-
to cristalizado y seco, sometido a temperaturas
elevadas.

A lo largo de las degradaciones se comporta como

un producto intermedio, cuya concentración aumenta

en una primera fase, pasa por un máximo y disminuye

posteriormente.

Las técnicas de cromatografía bidimensional ponen

de manifiesto su inestabilidad sobre silicagel,

produciéndose a 60QC (figura 101) la misma serie
de productos de degradación que se producen a partir
de la Itanoxona, lo cual da a entender que la Itano-

xona y el producto JL son productos isómeros capaces

de interconvertirse. Todos los estudios de degrada-
ción realizados demuestran que este equilibrio está

desplazado hacia el producto 1_.

Dos disoluciones de Itanoxona mantenidas en la neve-

ra a 52C durante 2 y 4 años, presentan la misma

relación de Itanoxona a prodcuto 1_. Esta proporción
se establece por el cociente de absorbabilidades

(3.31) .
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La proporción molecular debe ser inferior, ya que

los estudios de degradación en las primeras fases
del proceso, han permitido establecer el valor de

la absorbancia relativa respecto a la Itanoxona
de alrededor de 1.4.

Espectro UV.

Su espectro UV, en etanol absoluto, se muestra en

la figura 164, observándose un máximo a 282 nm,

lo que conlleva un corrimiento hacia longitudes
de onda elevadas si se compara con el espectro de la

Itanoxona. Este corrimiento puede interpretarse
como el resultado de una mayor conjugación. Esto
también concuerda con su mayor absorbilidad.

Espectro IR.

En la figura 165 se muestra el espectro IR del pro-
ducto 1_ en solución clorofórmica. En ¿1 se pueden
destacar las siguientes bandas (46,47) ;

BANDA (cm"1) GRUPO-FUNCION

3000 - 3600 -OH carboxilico

C=0 grupo carbonilico
de una cetona con-

jugada.
C=0 grupo carboxilico
C=C aromáticos

doble enlace en isome-

ria TRANS.

1670

1715

1615

980 - 975

R_
2 \ H

C = C

H R1
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Longitud de onda

Figura 164 : Espectro UV del producto _1

en etanol absoluto
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Estas bandas se diferencian de las propias de la
Itanoxona por la desaparición de la banda a 1630 cm

propia del doble enlace etilénico y la aparición
de un doble enlace en configuración trans, y un

corrimiento de la banda del grupo carbonilo cetónico
hacia frecuencias bajas, indicando una conjugación

adicional, producida por el doble enlace. Todas
estas características se interpretan por la fórmula:

Espectro de resonancia magnética nuclear de protón.

Se ha realizado un espectro RMN-H en DMSO de la

mezcla de isomerización obtenida en las primeras
fases del proceso de degradación para observar las
señales propias del producto _1 sobre el fondo del
espectro de la Itanoxona.

Se ha procedido de esta forma para destacar la dife-
rencia entre ambos espectros, habiéndose obtenido

también por separado el espectro del producto _1.

En la figura 166 se reproduce el espectro de la

mezcla de isomerización con la atribución de las

principales señales. Destacando como decisiva para

justificar la atribución estructural dada para el

producto _1, la que corresponde a <£ =2.06 ppm, debido
a los protones del grupo metilo (=C-CH^ ) (48,49}. En
este espectro se puede establecer la proporción
de los dos isómeros por integración de las señales

correspondientes a uno de los protones etilénicos

propio de la Itanoxona y los tres protones del grupo

metilo (=C-CH.j) del producto _1. La altura del protón
olefinico propio de la Itanoxona a £=5.85 ppm es
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de 9 mm, mientras que la altura de los protones
del grupo metílico-vinílico del compuesto 1_ a £=2.06
ppm es de 15 mm, lo que equivale a cada protón 5 mm.

Por lo tanto la relación entre los dos compuestos

es de 9/5, lo que significa una proporción aproxima-
da de dos a uno entre la Itanoxona y el producto 1_.

En la tabla 167 se representan los datos del espec-

tro de ^H-RMN de la mezcla de ambos compuestos.

Itanoxona

Producto 1

£ (ppm) ASIGNACION

( 1)2.06 = C-CH
3

4.20 (It)COCH
2

(It)5.85 =CHa

(It)6.30 =CHb

( 1)8.03 «D
8.05 (It)HD

Señales correspondientes a la Itanoxona.

Señales correspondientes al producto _1.

Datos del espectro de 1H-R4N de la

mezcla de Itanoxona y producto 1_.

(It)

(1)

TABLA 167:
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13c.Espectro de resonancia magnética nuclear de

13
Se ha realizado el espectro de
mezcla de isomerización (figura 168), apareciendo
una señal a £= 14.6 ppm asignable a carbono metilé-
nico del compuesto 1 (49 ) . Se observa además dupli-
cación de señales en las zonas de campos bajos,
lo que está de acuerdo con la presencia de los pro-

ductos de isomerización. Asi, la señal que corres-

ponde al grupo carbonilo de la función cetónica a

196.7 ppm, se acompaña de otra más apantallada
a £= 191.8 ppm, correspondiente al producto _1,
debiéndose este apantallamiento, a la presencia
de un doble enlace conjugado con dicho grupo carbo-

nilo.

C-RMN en DMSO de la

S =

Un efecto parecido, pero de signo contrario, se

observa en la señal correspondiente al grupo carbo-

xilico, que en la Itanoxona aparece a 167.5

y en el producto 1_ aparece a £ = 168.38 ppm (48).

ppm

Espectro de masas.

El espectro de masas del producto 1_ (figura 169)
presenta los picos característicos de la fragmenta-
ción de la Itanoxona con una mayor abundancia de

los fragmentos de masa más pequeña, m/e=43.10, que

quizás expliquen la abundancia imperceptible del

pico molecular a 300.
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FIGURA 169.

i.
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Espectro de masas de la Itanoxona.
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abundancia
relativa (%)

m/e

3.4257.0
230.7
217.6
215.6
189.6
187.5
152.5
126.3
125.4
108.0
99.4
85.3
76.0
43.1

20.9
15.9
64.2
4.4
7.4
58.8
3.0
4.1
10.1
2.7
2.7
12.5
100.0

Espectro de masas del producto 1.
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7.2. PRODUCTO 0.

Aspecto.

Cristales arborescentes e incoloros.

Punto de fusión.

Se ha determinado mediante platina de Kofler, obte-

niéndose un valor de 160-1652C.

Solubilidad.

Los cristales aislados han demostrado ser solubles

en acetato de etilo, acetona y etanol absoluto.

Cromatografía en capa fina.

Utilizando como liquido de desarrollo metanol/cloro-
formo 15/85, su Rf=0.28, quedando localizado en

el cromatograma entre la Itanoxona y su isómero
el producto 1_ (figuras 36 y 39).

Relación con los otros productos estudiados.

En los ensayos de cromatografía en capa fina bidi-

mensional, ha demostrado ser un producto estable

sobre las placas de silicagel a temperatura elevada

de 602C (figura 101).

En las degradaciones de Itanoxona sobre silicagel
no se aprecia • su formación, debiendo ser realizados

los ensayos anteriores, a partir de disoluciones

degradadas ne medio etanólico. En dichas disolucio-
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nes es uno de los productos finales de la degrada-

ción, junto con el producto 3_.

Espectro UV.

Su espectro característico en etanol absoluto pre-

senta un solo máximo de absorción a 252 nm (figura
170), que sirve de criterio de reconocimiento, dada
su reproductibilidad.

Espectro IR.

El espectro IR realizado en pastilla de KBr, muestra

la presencia de un grupo hidroxilo (3100-3500 cm

de un solo grupo carbonilo a 1650 cm ^ y se

una banda a 1730 cm ^ propia de

(figura 171) (46) (50).

insinúa

un grupo lactona

Espectro de resonancia magnética nuclear de protón.

Se ha realizado el espectro de ^H-RMN en metanol del

producto (), que se muestra en la figura 172.

Las señales características de este espectro distin-
tas del producto de partida son (49):

S ppm GRUPO

2.13 CH
/ 3

=C
\
C-0

7.49 H

= C
OH

x Ar
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A

Longitud de onda (nm)

Figura 170 : Espectro UV del producto 0 en etanol

absoluto.
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Este espectro junto con el de IR puede interpretarse
por la siguiente estructura:

l3c.Espectro de resonancia magnética nuclear de

13
C-RMN del producto _0 en DMSO obteni-

do a partir de una pequeña cantidad de producto ais-

lado, ha permitido detectar las siguientes señales

que confirman la estructura propuesta:

El espectro de

A S = 108.3 ppm que corresponde al carbono hemiacetá-

que es debida al .

24.3 ppm, que puede

interpretarse como indicador del grupo metilo () -

La ausencia de señal a £= 196.7 ppm, debida al grupo

cetónico de la Itanoxona, y la señal

propia del carbono del grupo metilénico (=CH2), con-
firman también la misma estructura.

lico () , y otra a £ = 167.4 ppm,

También aparece una señal a ¿ =

S = 41.6 ppm

Espectro de masas.

Los picos más importantes obtenidos por espectrome-
tria de masas, con su abundancia relativa, se mués-



274

tran en la tabla 173 y figura 174.

m/e /aiimnA relativa

234 35.8

233 16.6

232 100.0

230 14.8

217 29.0

12.6216

215 85.8

187 7.4

186 4.1

152 78.2

151 21.3

150 12.6

149 18.2

125 7.45

107 7.0

44 23.3

TABLA 173: Picos más importantes obtenidos por

espectrometría de masas del producto £.

Destaca por su importancia el pico mayoritario a

m/e = 232 (100%), que solo se da como fragmentación

mayoritaria en este compuesto, no observándose ni
en la Itanoxona ni en los demás productos de degrada-
ción en fragmentos con abundancias relativas superio-
res al 10%. Su interpretación está de acuerdo con

la fragmentación:

m/e: 232(100%)
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Figura 174: Espectro de masas del producto 0..

que concuerda con la estructura propuesta.(51)

Los demás picos coinciden con los valores hallados
en la fragmentación de la Itanoxona (figura 12b).

I
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7.3. PRODUCTOS 3 Y 3^

En los estudios de degradación
distingue entre estos dos productos, que se localizan
casi superpuestos en el cromatograma. La variación
en el máximo del espectro UV del producto extraido

puso en evidencia de que no se trataba de un producto

puro. Aumentado la polaridad del líquido de desarro-

80/20) o bien aumentando

efectuados no se

lio (cloroformo/metanol

la longitud del desarrollo con el eluyente empleado

85/15) se ha logrado

separar dos productos que denominamos 3_ y , siendo
el producto ¿ el que aparece en primer lugar en
las degradaciones sobre silicagel o en disolución
etanólica y el de mayor Rf.

normalmente (cloroformo/metano

Aspecto.

Extraídos por C.C.F. preparativa ambos productos

presentan un aspecto oleoso y de color pardo amari-
liento.

Solubilidad.

Dichos líquidos oleosos se disuelven fácilmente

en etanol, metanol y acetato de etilo.

Su solubilidad en agua es muy baja, como se demues-

tra en las degradaciones de Itanoxona en medio acuoso

a pH=9, ya que a partir de una disolución de Itano-

xona, precipita a lo largo de la degradación un

producto amarillento constituido por una mezcla
de productos 1 y 3, como se demuestra por C.C.F.
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Cromatografía en capa fina.

La localización de ambos productos en el cromatograma

y sus Rf respectivos, asi como los espectros UV
obtenidos a partir de las extracciones, se consignan
en las figuras 36 y 39.

Relación con los otros productos.

Se forman tanto a partir de la Itanoxona como del

producto 1_, tanto en degradaciones en solución etanó-
lica, como en silicagel.

En productos envejecidos es uno de los estadios

finales estables de la degradación, junto con el

producto 0_ en solución etanólica y con el producto a

sobre silicagel, siendo en este último caso más

largos los tiempos controlados.

En las degradaciones realizados a bajas temperaturas

(nevera y 352C) no se aprecia su formación, lo que

indica que su formación tiene lugar a través de
una reacción muy afectada por la temperatura.

Sobre silicagel a temperaturas altas (60-702C) de-
muestra cierta inestabilidad ya que aparecen indi-
cios a Rf distinto en cantidades no cuantificables.

En los estudios de cromatograma bidimensional se han

puesto de manifiesto y de forma reiterada que su

formación resulta de la degradación directa de la

Itanoxona, más aue de la dearadación indirecta a

través del producto 1 (figura 101, tabla 102).
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Espectro UV.

Los espectros en etanol absoluto se reproducen en

las figuras 175 y 176, observándose claramente que

se trata de productos distintos con espectros UV

perfectamente reproducibles.

El producto 3. presenta un máximo poco pronunciado
a 271 nm en etanol absoluto, en tanto que el producto

¿1'
245 nm.

en el mismo disolvente, presenta un máximo a

Espectro IR.

El espectro IR de los productos 3 y 3^, realizados
en cloroformo, se muestran en las figuras 177 y

178.

Sus espectros son muy semejantes en esencia, desta-

cando la ausencia del grupo OH caboxilico, caracte-

ristico de la Itanoxona y muchos de sus derivados,

y la presencia de un grupo carbonilo a 1710 cm ^ (46)

(47 ) .

Especvtros de resonancia magnética nuclear de protón.

Se han realizado los espectros de resonancia magnéti-
ca nuclear de protón de los productos 3 y 3^, en
metanol.

Aunque se ha procurado trabajar sobre muestras sepa-

los espectros de

claramente en evidencia que se trata

de mezclas de los dos productos, con predominio

de uno de ellos.

radas de los productos 3 y 3, ,

1 =
H-RMN ponen

a £ =Aparecen dos señales carcteristicas,
en el espectro del producto 3 y a % =2.25 ppm en el

2.74 ppm
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A

longitud de onda (nm)

FIGURA 175s Espectro UV del producto 3_ en
etanol absoluto.



280

A

longitud de onda (nm)

Espectro UV del producto _3^ en etanol
absoluto.

FIGURA 176s
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espectro del producto _3^, propias de los hidrógenos
de un grupo metilo. El que sea predominante define el

compuestro de que se trata. La presencia del grupo

metilo, junto con la ausencia del grupo carboxilico
deducida a del espectro IR, nos lleva a suponer

que se trata de un producto que mantiene la integri-
dad molecular, habiendo perdido el grupo carboxilico

por descarboxilación.

Por tratarse de un compuesto con un doble enlace

olefinico, puede presentar las estructuras CIS(Z)

y TRANS (E):

CH
3Cl

CIS (Z)

O
Cl

TRANS (E)

Pudiéndose atribuir las diferencias de polaridad,
asi como la señal del grupo metilo, a esta isome-

ria.

El compuesto CIS presenta un efecto desapantallante
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debido a la proximidad del grupo metilo y del grupo

carbonilo, que repercute en un aumento del desplaza-
miento quimico, en relación con el compuesto TRANS,

que por no poseer dicho efecto desapantallante pre-

senta un desplazamineto quimico menor. Por ello
al compuesto _3 se le atribuye la estructura CIS
( £ =2.74 ppm) y al compuesto la estructura del com-

puesto TRANS ( £= 2.25 ppm).

Espectro de masas.

Los espectros de masas de los compuestos 3_
realizados, se muestran en las figuras 181 y 182.

y ¿i

Se pueden destacar los picos fundamentales con sus

abundancias relativas, que al considerarlos conjun-
tamente, ponen de manifiesto unas diferencias signi-
ficativas (Tablas 183 y 184). La diferencia entre

las dos fragmentaciones puede intepretarse de manera

concordante con la anteriormente efectuada atribu-

ción de estructuras.

En las figuras 185 y 186 se muestran los esquemas

de fragmentación de los compuestos CIS y TRANS.
Se considera que el fragmento m/e = 230, solo puede
formarse a partir del compuesto CIS, lo que concuer¬

da con la atribución de isomerias realizadas en

1H-RMN. <52>base a los espectros
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1

44.0
100.0

230
215

5.6187
4.3167
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7.576 í
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Espectro de masas del producto 3_. Pi-
eos fundamentales, con sus abundan-
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I
mNmnA ftiAnvA

nvfe
(%)

f,

232 4.8
217 100.0
215 5.5
189 8.8
165 5.8
152 95.6

24.483
43 7.5

Espectro de masas del producto 3^.
Picos fundamentales, con sus abundan-

cias relativas.

TABLA 184:
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Ar
Ar\

h\/CT° I ♦.

—OH

h/^CH
H 'C^H

/ \ Transposición
H H de Ifc IaEferty

(53 )
2

ISOMERO CIS

-C2H3

m/e 230 (44%)

l
Ai—CEO

m/e 215 (100%)

FIGURA 185: Esquema de fragmentación del producto CIS.

La fragmentación posterior al ccrpuesto m/e=215
es igual a la de la Itanoxona.

+•
O

Ar—C

II
c
/\

CH,H

I C3h5

m/e 217

1
Ar—C=(^ m/e 215

Esquema de fragmentación del producto TRANS. La

fragnentación sigue igual que en la Itanaxona.

FIGURA 186:
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7.4. PRODUCTO a.

Es un producto que aparece en las degradaciones
en medio etanólico y también sobre silicagel. Las
absorbancias de la sustancia extraida son siempre

muy bajas, por lo que no ha sido posible estudiarla
en profundidad. En los procesos de degradación en

medio etanólico, aparece como un producto intermedio,

ya que sus absorbancias van disminuyendo en las
fases avanzadas del proceso. Sobre silicagel se

presenta como un producto final estable, ya que

se presenta en pequeña cantidad en todas las muestras

envejecidas, y al efectuar la cromatografía bidimen-
sional no muestra ninguna descomposición observable.

Su Rf en el cromatograma (figuras 36 y 37) en silica-

gel, utilizando como liquido de desarrollo el habi-
tualmente empleado (cloroformo/metanol:85/15) es

0.08, con lo que demuestra presentar una mayor pola-
ridad que los demás productos estudiados.

El espectro UV en etanol absoluto presenta un máximo
a 270 nm y se muestra en la figura 187.
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A continuación se presenta una serie de resúmenes

esquemáticos, con las estructuras deducidas y las
señales de los diferentes espectros que han permiti-
do o confirmado dicha deducción.

PRODUCTO 1.

4 3
CH

3

COOH
2 1

Presenta una banda IR entre 3100 y1 Grupo OH s

3600 cm 1.

Grupo C=0 del ácido carboxilico identificado
banda a 1715 cm ^.

2

por IR,

Tres protones metílicos, identificados por

1H-RMN S= 2.05 ppm (s) en DMSO.

3

Carbono del grupo metilo, identificado por

13C-RMN £= 14.6 ppm (s) en DMSO.

4

identificado por banda en IR
13C-RMN con S= 196.7 (s).

Grupo cetónico,
a 1670 cm-^

5

, y por

Configuración TRANS del doble enlace, identi-
ficada por banda a 980 cm ^

*

en el espectro IR

Espectro de masas coincidente con el de la Itanoxona.
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PRODUCTO 0.

1 Grupo cetónico,
1650 cm 1

identificado por IR, banda a

13C-RMN 5 = 167.4 ppm.y Por

2 Tres protones del grupo metilo, identificados

por ^H-RMN con señal a S = 2.13 ppm ( s ) .

Hidrógeno caracterizado por ^H-RMN,
a €= 7.49 ppm (s).

3 con señal

Carbono hemiacetálico, que presenta, en el

^3C-RMN, una señal característica

4

espectro de
a £=108.3 ppm.

identificado por IR, banda a 3100-5 Grupo OH,
3600 cm *.
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PRODUCTO 3.

* nch3
1

Los tres protones del grupo metilo han sido
caracterizados por la señal a S= 2.1 A (s)
del espectro ^H-RMN.

1

2 Por el espectro IR se constata la no presen-

cia del grupo -COOH de la Itanoxona.

determinado por la señal aGrupo cetónico
1710 cm ^ en el espectro IR.

3

Presenta isomería CIS determinada por el

efecto desapantallante que afecta a la señal

del 1H-RMN í=
que presenta m/e = 230 y m/e = 215.

*

2.74 y el espectro de masas
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PRODUCTO 31.

Los tres protones del grupo metilo han sido
caracterizados por la señal a & = 2.25 ppm

del espectro H-RMN.

1

2 Por el espectro IR, se constata la no presen-

cia del grupo -COOH de la Itanoxona.

3 Grupo cetónico, caracterizado por la señal,
a 1710 cm ^.en el espectro IR,

configuración TRANS, determinada* Presenta

por la señal en el espectro ^H-RMN, a &=2.25
ppm, que no presenta efecto desapantallante,
y el espectro de masas presenta m/e=232 y

m/e=217.



INTERPRETACION GLOBAL DEL

PROCESO DE DEGRADACION.

8.-
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8. INTERPRETACION GLOBAL DEL PROCESO DE DEGRADACION.

Los resultados obtenidos en el tratamiento cinético

de los datos experimentales (Capitulo 6), junto
con los estudios estructurales efectuados (Capt. 7),

pueden ser presentados de manera globalizada, tal
como se muestra en la figura 188. En dicho esquema

se atribuye al producto a la estructura de enol,
lo que no está totalmente demostrado, debido a que

no se ha dispuesto de suficiente cantidad de produc-
to para efectuar estudios espectroscópicos. Se puede
considerar muy probable que se trate de dicha es-

tructura, por ser un producto que se forma desde
las primeras etapas del proceso y presenta una ele-
vada polaridad.

Los procesos de descarboxilación obedecen a cinéti-
cas con una elevada energía de activación, por lo

que a temperaturas bajas resultan prácticamente
inexistentes. En las experiencias realizadas se

ha constatado que a 52C, para periodos de 2 y 4

años, y a 35QC durante 126 dias, no se aprecia for-
mación de los productos _3 y 3^.

La constante K4 engloba, como puede verse en el es-

quema, los procesos de degradación simultáneos que

tienen lugar a partir de la Itanoxona, y que son

independientes de su proceso de isomerización a

producto

En medio etanólico, uno de los productos finales,

perfectamente detectable, de este mecanismo de de-

gradación, es el producto £ de naturaleza cíclica.
Sin embargo este producto no se forma en cantidad
apreciable cuando las . degradaciones tienen lugar
en silicagel. No obstante, por cromatografía bidi-
mensional, se ha demostrado que el producto 3_, que

se forma como uno de los productos finales, procede

mayoritariamente de la degradación directa de la
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Itanoxona, probablemente a través del producto a,

como producto intermedio.

La presencia de ión magnesio acelera el proceso

de degradación, actuando como catalizador. En el
estudio comparado, realizado entre la degradación
en medio etanólico, con y sin presencia de sulfato
de magnesio (figura 139), se observa que, mientras

que en las primeras fases del proceso las degrada-
ciones son casi idénticas, en las fases avanzadas

presentan diferencias importantes, que parecen con-

dicionadas a la presencia de producto _! en el medio.

La aplicación de la ecuación XXII en el máximo del

producto 1, da, en presencia de sulfato de magnesio,
un cociente más bajo (3.36) que en su ausencia (3.60)
lo que corresponde a un mayor valor de la constante K3, ya

que las constantes Kl y K2 deben mantener su proporción, dado

que definen un equilibrio y este no puede ser alterado por

un catalizador. Con todo ello parece coherente interpretar

que el efecto catalítico del magnesio es sobre la descarboxi-
lación del producto 1, afectando principalmente a la constante

K3.

Los procesos de descarboxilación están entrópicamen-
te favorecidos, ya que la entropía de activación
es positiva, a diferencia de las demás constantes

que intervienen, que presentan una entropía de acti-
vación negativa.
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ITANOXONA

*CH2
ncooh

CUch3 / 3

\cooHCOOH

K4

K
4

Producto 0

CH
2

COOH

Producto a

CH—CH = ch2

/K4 \*4

Producto 3

Producto 3^ FIGURA 188.
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9. CONCLUSIONES.

1. Se establece la solubilidad de la Itanoxona

en agua y su variación con el pH, obteniéndose
resultados discrepantes en relación a los pu-

blicados por Couse y cois.

2. Se han estudiado los espectros UV de la Ita-

noxona en etanol, metanol y agua, y se ha com-

probado el cumplimiento de la ley de Beer en

la longitud de onda de su máximo.

3. Se pone a punto un método analítico aplicable
en presencia de los productos de degradación,
basado en la cromatografía en capa fina cuanti-
tativa y posterior lectura espectrofotométrica
en etanol. Se ha comprobado su buena reproduc-

tibilidad, exactitud y linealidad.

4. Se caracterizan los principales productos de

degradación de la Itanoxona por su comporta-

miento cromatográf ico en capa fina y por los

espectros UV de sus eluatos.

Se ha comprobado que la sustancia pura crista-

lizada, se mantiene inalterada a 70QC durante
213 dias. En medio con un 100% de humedad reía-

tiva, la estabilidad es menor.

5.

Se pone de manifiesto una gran analogía entre
las degradaciones de la Itanoxona en medio
etanólico y en medio acuoso, a pesar de la
dificultad de trabajar en medio acuoso por

su baja solubilidad.

6.

de manifiesto que las cinéticas de7 . Se pone

degradación de la Itanoxona en medio etanólico,
se pueden interpretar como la superposición
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de dos procesos cinéticos de primer orden,
uno rápido y otro lento, que afecta a dos por-

ciones de la Itanoxona inicial. Se establecen

criterios estadísticos para determinar los

parámetros cinéticos de estos procesos.

8. El producto _1, que es el producto de degrada-
ción mayoritario, sigue una curva cinética

propia de los productos intermedios, alean-

zandose un máximo en su concentración a un

tiempo constante para cada temperatura. Cuando
se alcanza la concentración máxima, la relación
entre la Itanoxona y el producto 1 se mantiene
también constante.

En muestras envejecidas su concentración es

inapreciable.

Aparece un producto denominado _0, del que solo
se consiguen cantidades apreciables en solucio-
nes muy envejecidas. Se considera uno de los

productos finales de la degradación en medio

etanólico.

9.

10. Otro producto final de la degradación en solu-

cipon etanólica, es el denominado producto

3_, que se desdobla en dos productos de Rf casi
idéntico y que pueden diferenciarse por su

máximo de absorción en el UV (271 nm y 245 nm) ,

siendo el predominante el del máximo a 271 nm.

Un producto denominado a, se caracteriza por

absorbancias poco intensas que siguen un proce-

so de crecimiento y decrecimiento propio de

los productos intermedios. No se detecta su

presencia en muestras de Itanoxona en solu-
ción etanólica envejecidas.

11.

A temperaturas bajas (4-5QC), la única descom-
posición detectada al cabo de 4 años,

12.

es la
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formación del producto 1 y una cantidad muy

pequña del producto a. La proporción entre
el producto 1 y la Itanoxona es la misma en

muestras diferentes que llevan 2 y 4 años a

esta temperatura. Este hecho se interpreta
como el resultado de un equilibrio entre ambos

productos, a los que se considera isómeros.
La cromatografía bidimensional justifica esta
afirmación.

13. Sobre soportes de silicagel, tienen lugar pro-

cesos de degradación mucho más rápidos que

los obtenidos en solución etanólica, que siguen
una secuencia de degradación muy parecida,

pero no igual. Cabe destacar la no aparición
de producto £.

14. Los productos 3, a y £, no se transforman en

otros productos detectables, cuando se someten

a temperaturas elevadas sobre soporte de sili-

cagel durante una semana. Por el contrario,
tanto la Itanoxona como el producto 1_, dan
sobre la placa la misma serie de prodcutos
de degradación. Los estudios realizados por

medio de C.C.F. bidimensional, permiten afirmar

que el equilibrio entre Itanoxona y producto 1_,
está muy desplazado hacia el producto 1_, y

que el producto _3 se forma en más proporción
a partir de la Itanoxona que del producto 1.

Las curvas de degradación sobre silicagel son

muy parecidas a las que se obtienen en medio
etanólico, pudiéndose interpretar como la su-

perposición de dos procesos cinéticos de primer
orden, uno lento y otro rápido. Se establece
un tratamiento estadístico de los datos, para

caracterizar los parámetros de estos procesos

cinéticos.

15.
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16. Se han realizado estudios de degradación ace-

lerada sobre diferentes soportes sólidos, cons-

tituidos por excipientes comunmente empleados
en la práctica farmacéutica. Sobre lactosa

su tiempo de validez (tgg) es de aproximada-
mente 6 años. Sobre celulosa microcristalina

es de 2.5 años. Sobre talco es de unos 20 dias.

Sobre estearato de magnesio es de poco más
de 4 días.

17. La rápida degradación sobre soportes sólidos

que contienen ión magnesio (talco y estearato

magnésico) puede interpretarse por un efecto
catalítico de dicho ión. Dicho efecto se ha

comprobado por el hecho de que la degradación
sobre soportes de óxido de magnesio es tan

sumamente rápida que resulta difícil su control

y que la degradación en solución etanólica a

la que se ha añadido sulfato de magnesio en

suspensión, presenta una descomposición muy

diferente en las fases avanzadas sin que se

produzca apenas diferencias en las primeras
fases. Si en lugar de sulfato magnésico se

introduce sulfato cálcico, la degradación no

se ve afectada.

18. Se establece un esquema interpretativo del

proceso cinético que tiene lugar en solución
alcohólica , del que se deriva, mediante cál-

culo, una expresión de las cantidades de Itano-

xona y producto _1, concordantes con los datos
experimentales, quedando también explicadas
una serie de regularidades observadas, tales

como:

La constancia de la relación Itanoxona

con producto 1, para el valor máximo del

producto 1.
Constancia del tiempo necesario para la

formación de la cantidad máxima de producto 1_.
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19. Utilizando el método de Marquardt y a partir
de los diferentes datos cinéticos obtenidos

en la parte experimental, se han calculado
los valores de las diferentes constantes de

velocidad implicadas en el esquema cinético.

20. Empleando la ecuación de Arrhenius, se han

determinado, para cada proceso cinético, su

energía de activación, el incremento de entro-

pia de activación y los valores de las constan-
tes a 252C.

21. Utilizando la técnica de C.C.F. preparativa,
se ha conseguido aislar pequeñas cantidades
de los productos de degradación 1, £, 3 y 3^,
realizando, a partir de dichas muestras, estu-
dios espectroscópicos encaminados a dilucidar
su estructura. A partir de ellas se ha logrado
realizar una atribución de estructuras a cada

producto e interpretar con ello el proceso

químico que tiene lugar en la degradación.
El producto 1 corresponde a un isómero de posi-
ción del doble enlace, el producto £ es un

derivado ciclado y los productos _3 y 3_^ son
dos isómeros resultantes de la descarboxila-

ción de la Itanoxona.
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