Determinacién polarogréfica de riboflavina
en extractos hepdticos .

Por R. Portillo y G. Varela

La presencia de la riboflavina en preparados comsrciales de higado
ofrece una serie de dificultades para su valoracion, ya que de las diferen-
tes técnicas las mas corrientemente utilizadas para la valoracion de este
componente del complejo vitaminico B son las fluorométricas, que en el
caso de los preparados hepaticos no tienen wutilizacion sencilla, porque,
como es sabido, en los extractos hepaticos aparecen componentes con fluo-
rescencia propia y que por interferir con la de la riboflavina impiden su y
determinacion.

En 1939, G. E. SHAW publica un método de determinacion de ribo-
flavina en extractos de higados que es recogido en la British Extra Phar-
macopea, basado en la técnica fluorométrica, En un embudo de separacion
de unos 50 centimetros cubicos se ponen un centimetro cuibico de extrac-
to y otro de acido clorhidrico normal, se mezclan y se afiaden lentamente
y agitando 10 centimetros cubicos de acetona. Se afiaden 10 centimetros
ctibicos de cloroformo, se agita y se deja reposar con objeto de permitir
la separacion de fases. Retirar la capa inferior y verterla en otro embudo
le separacion de unos 100 centimitros cubicos, Continuar con la capa
superior que quedo en €l primer embudo el mismo tratamiento de acctona
y cloroformo tantas veces como sea necefario, hasta que la capa inferior
no dé fluorescencia azul a la lampara ultravioleta. Reservar la capa su-
perior, Los liquidos de extraccion se tratan con porcicnes de cinco centi-
metros cubicos de agua tantas vects como seca necesario para que no queé-
de nada de sustancia fluorescente. Desechar la capa inferior y reunir los
extractos acuosos, extrayéndoclos con cantidades sucesivas de cloroformo
para suprimir algtin compuesto que pudiera tener fluorescencia azul. Este
extracto acuoso se lleva a un matraz de fondo redondo ¥y se le afiade la
capa superior que se habia separadp en las pﬂmema operaciones, privan-
dosels de la acetona por calentamiento al vacio a 35 6 40 grados. Se afiade
hidroxido sddico N hasta que dé color a la fenoltaleina y se completa el ;
volumen a 30 centimetros cubicos. Se lleva a un plato de evaporacion y
se le aflade su volumen de sosa normal. Exponer a la luz dltravioleta,
transvasar la solucion irradiada a un embudo de separacion de 200 centi-
metros ctibicos y afadir solucién de a{:ldﬂ CltI‘lD‘J al 20 por 100 hasta re-
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accién débilmente acida a la fenoltaleina y extraer con porciones de 10

centimetros ctibicos de cloroformo hasta que no quede nada de compues-
to fluorescente sin separar. Se lleva a un volumen detérminado y se com-
para con una solucion patron de riboflavina.

Como se ve, €ste método de SHAW es muy largo de ejecucion y bas-
tante engorroso, y como las determinacionss de riboflavina en estos pre-
parados son muy frecuentes en los laboratorios, hemos tratado de aplicar
el método polarografico a la resolucion de este problema.

Los extractos hepaticos, por su naturaleza compleja, dan polarogra-
mas que varian de uncs a otros, lo que impide la valoracion de compues-
tos cuyo potencial de onda media coincida con la curva propia del ex-

tracto. En el polarograma 1 s2 ve el aspecto de algunas curvas de extrac-

tos hepaticos, La riboflavina tiene un potencial de onda media ¢n solucion

fondo de cloruro potasico 0,1 normal de —0,672 voltios con r<lacion al
electrodo normal de calomelanos; por ello, como su potencial es muy bajo,
la onda propia de la vitamina deberia aparecer antes que empezara el tra-
zado de la curva debida al higado. En efecto, la onda propia de la ribo-
flavina no es interferida por el trazado del preparado, ya que aparece
antes que aqueél.

En el polarograma 2 aparece la curva de un preparado que no con-
tiene riboflavina. La curva (@) se obtiene con un centimetro ctibico de
soluciéon fondo de cloruro potasico 0,1 normal y un centimetro ctibico de
un inyectable de higado que corresponde a 600 gramos de glandula fres-
ca por cintimetro cuibico. La curva (b) se obtiene al afiadir a la primera
0,77 miligramos de riboflavina; y la curva (¢), con una cantidad doble
de vitamina. Como se puede observar, las alturas son proporcionales a las
concentraciones de vitaminas, .

Por otro lado, era interesante conocer la influencia que en la altura
de onda de la riboflavina tuviera las diferentes concentraciones de higado,
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y se observo que la altura de onda permanece constante al variar las con-

centraciones de higado,

ol 2

El polarograma 3 musstra el trazado de una valoracién cuantitativa
en un comprimide de extracto hepatico. El comprimido se tritura en un

mortero con la cantidad conveniente de solucion fondo (en nuestro caso
cada comprimido correspondia a 600 gramos de higado fresco y lo disol-
Vimos en 10 centimetros cabicos de cloruro potsico 0,1 normal), y una
VE-z'ﬁltra-do por papel se ponen en la vasija polarogrifica dos centimetros
cubicos y se polarografian directamente, apareciendo la curva (@), que al
ahadirle riboflavina aparece con el aspecto de (b) y que con una cantidad
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doble de la vitamina da la curva (¢). Como se e, la va-lﬂrracién cuanti-
tativa de esta vitamina ¢s perfectamente realizable por el método polaro-

grafico. ' ‘ |
Se ha estudiado también el comportamiento polarografico de aquellos

preparados que tienen riboflavina y se ha visto en éstos que en el trazado

de su polarcgrama aparece claramente marcada la onda {lli."l,a vita}mna,
aumentando en altura de onda con la adicion de una solucion patron de
vitamina, lo que hace posible conocer la riqueza en riboflavina del prepa-
rado e€nsayado. ‘

En ¢l polarograma 4 se recoge la valoracion p-tjl.arpgraﬁcg de un pre-
parado farmacéutico en forma de elixir y que tenia riboflavina. (a) es el
trazado de 1,5 centimetros ciibicos de solucion fondo de cloruro potasico
0,1 normal y 0,5 centimetros ctibicos del preparado problema. I_J?. altura
de onda es de 26 milimetros. En (b) se afiaden a la anterior solucion 0,2{::6
miligramos de riboflavina y la altura de onda es de 45 milimetros. Fa-
cilmente se deduce de este aumento en la altura de onda una concentra-
cién de 0,5 miligramos por centimetro ctibico de riboflavina en el elixir de
higado. | ’
En el cuadro aparece el resumen de los 1'&511]tadns ghtmzdc-s con hi-
gados de diferentes procedencias y de concentraciones dw-t:rs,as; asl como
en las formas farmacéuticas de administracion mas corriente, ampollas

bebibles e inyectables, comprimidos, -jarabes y elixires. El trazado d¢ la
curva es muy distinto de una a otra, pero en cualquier caso ha permitido

la valoracién cuantitativa de la vitamina.
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La sensibihidad del método para la riboflavina es del orden 10-°* M.,
que cubre las concentraciones presentes en este tipo de preparados.
Se han estudiado ocho preparados.

Ampollas inyectables.—1 c.c. corrésponde a 600 gramos de higado fresco.
Ampollas inyectables—i1 c.c. corresponde g 2.000 gramos de higado fresco.
Ampollas inyectables—1 ¢.c. corresponde a 6oo egramos de higado fresco.
Elixir—En 125 c.c. el equivalente a 4.000 gramos de higado.

Ampocas vig oral—1 c.c. corresponde a 6oo gramos de glandula.

Ampollas inyectables—1 c.c. corresponde a 500 gramos de higado {resco.
Comprimidos—Ua comprimido equivale a 600 gramos de higado fresco.
Elixir—100 c.c. equivalen a 5.000 gramos de higado fresco.

N S N

A la vista de los resultados consignados en la tabla primera, ¢l pro-
blema de la valoracion de la riboflavina por €l método polarografico pa-
rece en principio resuelto, ofreciendo, a la vez, una precision y rapidez
muy superiores a las de los demas métodos, -

Es de consignar que en ¢l yalor asignado para la sensibilidad del mé-
todo el galvanomeéro trabajaba a un décimo de su sensibilidad, con 1o que,
naturalmente, podria ser aumentada esta sensibilidad sin mas que aumen-
tar la del galvanometro, lo que podria hacerse por medio de la conexion
de Ilkovic o por el multicapilar. Pero, como antes deciamos, las cifras
presentes en la practica son cubiertas ampliamente trabajando con un dé-
cimo de la sensibilidad del galvanometro. La solucion fondo utilizada es
la décimonormal de cloruro potasico y el registro ha de empezarse en el
potencial O, dado el bajo potencial de onda media de la riboflavina,

Cuando ¢l producto tiene riboflavina seguimos ¢l método de adicion,
y, como antes se ha dicho, la resolucion de su valoracion es del mismo
orden de precision que en los anteriores casos, como era de esperar. Del
producto se toman 0,5 centimetros cubicos, se les afiaden 1,5 centimetros
cuibicos de la soluciéon fondo de cloruro potasico y unos cristalitos de sul-
fito sodico para reducir la onda de oxigeno (se ha estudiado el compor-
tamiento de¢ este reductor y se ha visto que no influye en la altura de
onda de la riboflavina) y se polarografia directamente buscando la sensi-
bilidad adecuada. Se afade una cantidad conocida de solucién patrén, vy,
por una sencilla proporcion entre el aumento de la altura de onda en esta
segunda curva y la primera, podemos conocer la riqueza en vitamina del
problema, '

Pero en la practica terap€utica es corriente que asociados a la ribo-
flavina y al extracto hepatico vayan otra serie de farmacos que cumplen
mediante esta ascciacion un fin terapéutico. El problema entonces de la
valoracion de esta vitamina se complica, y nosotros hemos tratado de ver
si la presencia de estos farmacos interferian en la altura de onda de la
riboflavina.,

El excipiente de los comprimidos, como ya hemos dicho, no interfiere
en la onda de la riboflavina, sobre todo, si después de la disolucién del
mismo en la solucién fondo se tiene la precaucién de filtrar simplemente

por papel.
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En los elixires y preparados para tomar por via bucal se emplean la
sacarosa y sustancias diversas aromatizantes, con objeto de corregir el sa-
bor y olor poco agradables de estos farmacos. Hemos estudiado diferen-
tes elixires del mercado y las cifras de riboflavina encontradas y anadidas
estan tan proximas como los valores consignados en el cuadro, por lo que
en las concentracioneg terapéuticas corrientes no interfieren con la altura
de onda. |

Kl acido fenico; que algunas veces llevan estos preparados como agente
conservador, ha sido ensayado en las proporciones normalmente presentes
en los inyectables (cinco miligramos por centimetro ctibico), sin que expe-
rimente variacion la altura de onda de la riboflavina. |

- El resto de¢ los componentes del complejo vitaminico B que corrien-
temente se les asocia en los préparados de tipo reconstituyente han sido
estudiados por los autores en otro lugar, y alli se hizo notar la no inter-
ferencia de estos compuestos con la riboflavina.,

Por las propiedades antianémicas de los preparados hepaticos se les
asocia algunas veces extracto de mucosa gastrica, Nosotros hemos ensa-
yado preparados comerciales que tenian hasta el equivalente de 25
gramos de mucosa gastrica por centimetro ciubico y la-altura de onda se
mantuvo igual cuando a igualdad de volumen en el producto existia el
extracto de mucosa gastrica como cuando no la habia.,

El comportamiento, en relacion con la onda propia de la riboflavina,
del alcohol etilico, arrhenal, nitrato de estricnina y clorhidrato de procaina
ha sido también estudiado, y en las condiciones antes dichas no interfie-
ren para nada en la onda de la vitamina.

En resumen, creemos que el método polarografico resuelve el proble-
ma de la valoraciéon de la riboflavina en los preparados hepaticos y en
sus asociaciones mds corrientemente utilizadas en la practica farmacéutica.

Madrid, junio de 1940.

Laboratorio de Técnica Fisica y Fisicoquimica de la Facultad de Far-
macia.—Seccién de Fisicoquimica Bioldgica del Instituto A. de Gregorio
Rocasolano, del C. S. 1. C.

RIBOFLAVINA  DIFERENCIA RIBOFLAVINA

Producto DIFERENCIA
; Inicial en ¢l mé- De alturas de on- ] =)
e todo de adicién da en mm. gn;:l nr:;lr;-ﬂa_ anadida en mg. e
I 0,103 ¥0~25 —= 25 0,103 0.103 0,000
2 0,386 25-12 = 13 0,385 0.386 0,001
3 0,103 32-11 = 2I 0,101 0.0005 0,004
- 0,579 44-22 = 22 0,579 0}5?9 ﬂm v
5 0,206 42-21 — 21 0,200 0,200 0,000 v
6 0,206 37-18 = 10 0,105 0.200 0,011
7 0,006 60-40 = 20 0,103 0,103 0,000 |
8 0,000 60-45 —-24 0,180 0.193 0,013
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