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178. Vitamine D,. 
Etude de la purification et du dosage de la vitamine D, dans les 

preparations pharmaeeutiques et de quelques esters de ealeifbrol 
par H. PBnau et G.  Hagemann. 

(26 V 46) 

La vitamine D, cristalliske, employde couramment depui8 dix ans 
environrpour les besoins pharmaceutiques, sous forme de solutions hui- 
leuses ou de solutds alcooliques, n’dtait utilisee, jusqu’h present, qu’$ 
des doses relativement faibles, dc 15 & 30 mgr. par mois, dans la cur@ 
ou la prevention du rachitisme, ou mieux, pour assurer les Bquilibres 
phosphocalciques de l’organisme, en pBriode de carence alimentaire. 
Au cours des toutes dernibres annees, la posologie de la vitamine D, 
a BtB progressivement Btendue, et il n’est pas rare, par exemple, 
pour certaines formes de tuberculose, de voir administrer au malade, 
par voie gastrique ou parentdrale, jusqu’a 0,20 gr. de calciferol pat 
mois. 

Pour ces rdcentes conditions d’application, il nous a paru inthres- 
sant, d’une palrt, de serrer les normes du calcifbrol chimiquement pur, 
et d’autre part, d’htudier la preparation d’esters purs de calciferol 
pouvant presenter des effets physiologiques plus ou moins different8 
de ceux de la vitalmine D, libre. Pour sixivre, au cows du temps, 
la stabilitd des preparations pharmaceutiques base de vitamine Dz, 
et constater en particulier si ces preparations ne subissent pas, au 
cours de leur vieillissement, une degradation partielle avec formation 
de ddrivBs inactifs ou toxiques, nous avons mis au point une mdthode 
de dosage, que nous ddcrivons plus loin. 

1 0  Vitamine D ,  purifie’e, pour soktions injectables a fortes doses. 
11 est indispensable, pour obtenir toutes les garanties possibles 

concernant la parfaite innocuitd et la bonne conservation de la 
vitamine D,, d’eliminer les substances qui prennent naissance au 
cours de l’isradiation : toxiques (suprastdrols, toxistdrols), instables 
(lumistdrol, tachysterol), ou inactives (ex. : ergostdrol non trans- 
forme). A cet effet, il nous a paru utile de soumettre & une puri- 
fication le calcifdrol officinal pour lequel, dans les diffdrentes pharma- 
copdea, un certain battement est prdvu dans les normes physico- 
chimiques. Les purificationb du produit de saponification du dinitro- 
benzoate de calcif8rol chimiquement pur, par recristallisations rB- 
pdtdes dans le mdthanol, permettent d’obtenir la vitamine D, pure, 
de caractdristiques physiques constantes : 
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aspect micro et maoro cristallographique homogene, 
point de fusion: Fi 121°, 
pouvoir rotatoire: [aIsael = f121 B 1220, c = 1% ethanol absolu, 
coefficient d’abmrption: E:En = 485-490 pour L = 2650 A, 
pas de pdcipitation avec la digitonine, 
solubilitks dans 100 om3 de solvant, B 26O C: 

6thanol absolu 28 gr. 
acetone anhydre 25 gr. 
ether is0 26 gr. 
adtate 6thyle 31 gr. 
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Ides solutions de vitamine D, pure daris l’huile d’olive ou dans 
l’6thanol sont stables, en ampoules scellbes conservees B l’obscuritb. 
La, st4rilisation des solutions ((injectables )) n’entrahe aucune perte 
d’activiti,. 

2O Esters de cnlcife’rrol. 
Pour la, preparation des esters de calcifhol, nous avons essay4 

tl‘u tiliser, soit les anhydrides d’acides, soit les chlorures d’acides dans 
diff4rents milieux, soit les acides eux-rn6mes (par exemple pour 
l’aeide chaulmoogrique, en presence de lipase du rich). Seuls lefi 
chlorures d’acides purs nous ont donne des r6sultats satisfaisants 
par la, mkthode classique d’esterification en presence de pyridine. 
Nous avom aimi preparb quelques esters en precisant les conditions 
op6ratoires, puis 6tudiB les caracteristiques physiques des produits 
oh tenii R . 

A) Hemoate de calczfkrol. - I1 eat necessaire d’effectuer la benzoylation B basse 
ternphture pour obtenir un ester cristallisable, avec un rendement satisfaisant: 

Une solution de 10 gr. de vitamine D, cristallish dam 40 cm3 de benzene anhydre 
eat additionnk de 20 cma de pyridine pure anhydre (E. 114°-1170). Aprbs refroidissement 
B 0 0 ,  le melange est additionn6 peu A peu d’une solution de 10 cm3 de chlorure de benzoyle 
pur rectifie (E. 189-1900) dam 30 om3 de benzene anhydre. Aprhs 10 minutes d’agitation, 
toujours B 00,k melange est lais& au r e p s  46 minutes ti  la temperature de 200. La solution 
eat ensuite ver& lentement dans une ampoule ti decantation contenant 250 cm3 de solu- 
tion aqueuse saturee d’hydrogenocarbonate de sodium; aprbs plusieurs agitations, la 
phase aqueuee eat BpuiSee trois fois avec du benzene; les extraits benzeniques d u n i s  sont 
laves avec de I’acide chlorhydrique dilue (environ N/1) jusqu’h elimination complete de la 
pyridine, puis avec une solution saturea d’hydrog6nocarbonate de sodium, et enfin avec de 
l’eau distill&. 

La solution benzenique finale est deshydratee sup du sulfate de sodium anhydre et 
distillee B sec sous pression reduite. 

Le r6sidu est dissous dam 25 cm3 d’adtone anhydre et la solution obtenue eat 
addition& de 20 cm3 de methanol pur. Par cristallisetion a 00, on obtient un premier jet 
de benzoate de calcif6rol t r h  blanc, et un deuxihme jet par addition de methanol ti Oo. 
Par redstallisation dam le melange a&tone-m6thanol, on obtient, avec un rendement de 
94%, un benzoate pur dont les caracteristiques ne varient plus par une deuxieme rccris- 
tallisation. 

C‘aractdristiques d u  benzoate de calczfdrol: 
Point de fusion: F, 92O. 
Pouvoir rotatoire: [a]5780 = + 1000 (c = 1% acetone). 
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Insoluble dans l'eau, tres peu soluble dans le mbthanol. 
Tres soluble dam l'acetone, le benzene, le toluene. 
Le benzoate de calcifbrol cristallisb, pulveris6 finement, SB dissout directement dans 

l'huile d'olive, sans solvant inhermbdiaire, par simple chauffage B 40°. La solution huileuse 
B la concentration de 6% ne precipite pas, mdme B + 20. 

La courbe d'absorption du benzoate de calciferol, dam l'ultra-violet, est diffkrente 
de celle de la vitamine D, non est6rifik: le maximum caracteristique correspondant A la 
longusur d'onde de 2650 8 ne se presente plus et se trouve d6plack vers l'ultra-violet plus 

B) Ace'tate de ealeife'rol. - L'acktylation de la vitamine D, s'effsctue correctement 
dans les conditions suivantss: 

Une solution de 10 gr. de vitamine D, cristallis6e, dans 40 om3 de benzkne anhydre, 
est additionnke de 20 cm3 de pyridine pure anhydre, puis, apres refroidissement B 00, d'une 
solution de 10 cm3 de chlorure d'acetyle rectifi6 (E. 137O) dans 30 om3 de benzene anhydre. 
Apres agitation du melange pendant 10 minutes A Oo, on laisse la rbaction se terminer pen- 
dant 1 heure B ZOO. On effectue ensuite les mdmes traitements que pour le benzoate de 
calciferol. La premikre cristallisation, effectuke dans le melpnge adtone-mbthanol, est suivie 
d'une recristallisation dans l'ecetone pur. 

Caracte'ristiques de l'acdtate de calcife'rol: 

pousse (a = 2550 A). 

Point de fusion: Fi 860. 
Pouvoir rotatoire: [a]5790 = +38O (c = 1% acetone). 
TrRs soluble dans l'acbtone. Peu soluble dans le methanol (a 7OOC: 50 parties). 
L'acetate de calciferol pulverise finement se dissout directement dans l'huile d'olive, 

sans solvant intermbdiaire, par simple chauffage B 40°. La solution huileuse B 4% est stable, 
e t  reste limpide mdme B + 2O C. 

La courbe d'absorption de l'acbtate de oalciferol, dans l'ultra-violet, differe relative- 
ment peu de celle de la vitamine D, non estbrifiee; le maximum est 16gArement decal6 vers 
les courtes longueurs d'ondes (A = 2620 A). 

C) Propionate de calcife'rol. - La propionylation de la vitamine D, s'effectue, avec 
de bons rendements, dans les conditions suivantes: 

Une solution de 10 gr. de vitamine D, cristallisbe dans 40 om3 de benzene anhydre 
est additionnk de 20cm3 de pyridine pure anhydre, puis, apres refroidissement a 0°, 
d'une solution de 10 om3 de chlorure de propionyle rectifie (E. 78O) dans 30 cm3 de benzene 
anhydre. Apres 10 minutes d'agitation B O0, la reaction est poussuivie pendant une heure 
B 200 C. On effectue ensuite les m6mes traitements que pour le benzoate de calcif6rol. 
Par deux cristallisations successives dans l'ao6tone pure, on obtient le propionate pup, en 
cristaux prismatiques blancs. 

Caracte'ristiques du propionate de caleife'rol: 
Point de fusion: 77O. 
Pouvoir rotatoire: [ u ] ~ , ~  = +37O,6 (c = 1% acbtone). 
Tres soluble dans l'acbtone. 
La solution huileuse B 4% est stable et reste limpide, mdme B +2O C. 
La courbe d'absorption dans l'ultra-violet prbsente presque le m6me aspect que la 

courbe de la vitamine D, non esterifibe; eependant le coefficient d'absorption correspondant 
au maximum, 16ghement decal6 vers les courtes longueurs d'ondes (a = 2640 8) est plus 
faible: E:21,, = 420 (au lieu de 485 pour la vitamine D2). 

la tempbrature ordinaire, ne 
cristallise qu'L la temgrature de - 20° C en solution acbtonique. L'estbrification s'effectue 
dans les conditions suivantes: 10 gr. de vitamine D, cristallisk sont dissous dans 60 cmj 
de benzene anhydre et additionnes de 20 cm3 de pyridine pure anhydre. 

D) Ole'ate de calcifdrol. - L'oleate de calcif6ro1, liquide 
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Le mblange, refroidi B Oo, eet additionn6 d’une solution de 15 gr. de chlorure d’ol6yle 
rectifi6 (E. leOo soua 1 mm) dans 16 cm* de benzene anhydre. On laisse r6agir le melange 
pendant 2 heures ‘/z B 00, en pdsence d‘un l6ger courant d‘azote. Ap&a rhction, on effectue 
les mhme traitements que pour le benzoate de calcif6rol. 

La solution benz6nique finale, d6shydrat&, est distill& B aec sow vide: on obtient 
ainsi l’olbate de calcif6rol huileux A t emphture  ordinaire. 

Caractkristiques de l ’olbte  de eakifkrol: 
Pouvoir rotatoire: [a]57w) = +18,7O (c = 1% chlo!oforme). 
La courbe d’abmrption dam l’ultra-violet eat sensiblement la m6me que celle de la 

vitamine D, non esUrifi6e; la branche de courbe descendante, vers les courtes longueurs 
d’ondes, est un peu redressbe. 

E:Fm = 420 (A = 2650 A). 

E) Chaulmoograte de calcifdrol. - La pr6paration de cet ester est assez dblicate, et nb- 
cessite une prbparation pr6liminaire d’acide chaulmoogrique pur, puis de c h l o m  de 
chaulmoogryle pur, rectifi6 sous vide pow&. Les conditions ophtoires les plus satis- 
faisantes sont les suivantes: 

Une solution de 10 gr. de vitamine D, oristab&, dam 60 om3 de benzene anhydre et 
20 cms de pyridine pure anhydre, est refroidie B Oo en pdsence d‘azote; on ajoute ensuite 
une solution de 13 gr. de chlorure de chaulmoogryle pur fmichement rectifi6 (E. 14&-160° 
sous 0,l mm), dam 13 cms de benzene anhydre. On laisse r6agir pendant 2 heures ‘/z B Oo, 
avec un lent barbotage d’azote. On procede ensuite B des lavages pour blimination de 
l’exchs des rbctifs, comme pour le benzoate de calcif6rol. Le chaulmoograte de calcif6rol 
brut est soumis B deux oristallisations successive8 dam l’adtone anhydre B OOC., et 
s6ch6 sous vide phosphorique. 

Caractdristiques du chaulmoograte de ealcifhol: 
Cristaux blancs. 
Point de fusion: Fi 530. 
Pouvoir rotatoire: [a]57so = +52 a 62,8O (c = 1% chloroforme ancsthbsiqus). 
Titre en insaponifiable (calcifbrol) : 57%. 
La courbe d‘absorption est presque identique B celle du calcif6rol non estkrifib, le 

coefficient d’abmrption 6tant plus faible et donnant un titre apparent spectrographique 
de 37% en vitamine D,. 

Le dosage spectrographique effectu6 sur l’insapnifiable de l’ester cristallid fournit 
une courbe de vitamine D, caract&istique, avec un taux conforme B la formule thborique 
du chaulmoograte de calcif6rol pur (teneur en vitamine D, alcool: 67%). Le chaulmo- 
ograte de calcif6rol est ais6ment soluble dam l’huile d‘olive (la solution B 2% est stable). 

Dosage de la vitamine D,  dans les prdparations pharrnaceutiques. 
A) Le problhme le plus simple est le dosage de la vitamine D, 

dans une solution alcooligue; dans ce cas, d’aprhs 1s courbe d’absorption 
dans l’ultra-violet, on peut ddduire directement : 

a) Si la vitamine D, est bicn conservbe (c’est-&-dire si la courbe d’absorption pr6- 
sente la forme caract6ristique, avec un maximum pour A = 2660 A). Toute modification 
de la courbe (d6placement du maximum, dissym6trie accentuQ de la courbe, etc.) indique 
la presence d’impuretbs (stkrols par excmple) ou de produits de dkggradation du calcif6rol. 

b) Si le titre en calcif6rol est correct, par le calcul du coefficient d’absorption. 
E: Fm ( A  = 2650 A) connaiseant le coefficient fourni par la vitamine D, pure: 

Ei:m (A = 2650 A) = 485490 .  
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Lea solutions alcooliques (alcool B 900 ou alcool absolu) de vitamine DP pure cristal- 
lis6e sont stables, en ampoules soellees et 8. l’abri de la lumibre. Ellea conservent toute leur 
activit6 aprhs plusieurs annks. 

B) Lorsqu’il s’agit de doser la vitamine D, dans des solutions 
huileuses, il est n6cessaire d’6liminer la came d’erreur due B 1’absorp.- 
tion propre de l’huile, qui pourrait modifier la courbe due h la vita‘ 
mine D,, ou tout au moins le coefficient d’absorption correspondanfi 
au maximum. Pour tourner cette difficult6, nous opdrons de la, fagon 
suivante : 

a) Si l’on dispose d‘un Bchantillon de l’huile ayant 6tk utilis6e pour la pr6paratioq 
de la solution vitaminbe, le dosage spectrophotom6trique peut s’effectuer directement : 
une quantith exactement pesQ de solution huileuse (environ: 1,5 gr.) eat dilu6e dans du 
chloroforme anesthbsique pur, it un volume exactement comu (fiole jaug6e de 25 ern3), 
On pr6lbve exactement, B la pipette, un volume connu de cette solution, on ambne S 
100 cm3 en fiole jaugb, par addition d’alcool Bthylique absolu; le volume de solution 
chloroform6e B diluer eat calcul6, d’aprhs le titre annonc6 en vitamine D,, pour que la so- 
lution finale dans l’alcool soit theoriquement au titre de 0,0016% en vitamine D,. On 
effectue, d’autre part, les m6mes dilutions exactement (chloroforme, puis alcool), avec 
l’huile-thmoin ne contenant pas de vitamine. On trace ensuite la courbe d‘absorption ultrar 
violette, en utilisant, dans la cuve de r6f6rence du spectrographe, la seconde solutionl. 
De cette manitxe, on &mine lea erreurs dues it l’absorption propre de l’huile, et l’on 
obtient (si la vitamine D, est correcte et non alt6rrQ) une courbe d’absorption caracthk 
ristique de la vitamine D, pure; la determination du coefficient d’absorption correspondant 
au maximum (A = 2660 A) permet de determiner le titre de la solution huileuse, comme 
pour le cas des solutions alcooliques. 

Les dosages, effectu6s dam ces conditions, permettent d’affirmer que la vitamine Q 
pure cristallisk, eat stable en solution huileuse B 1 yo, en ampoules scellQs. La st6rilisation 
par chauffage d’une heure it 1000 n’althre en aucune fapon les qualites de la substance, 
ni son comportement au cours du temps. 

b) Si Yechantillon a doser n’est pas accompagn6 d’une ampoule ds l’huile ayarvt 
servi B preparer la solution vitaminee (si, par exemple, il s’agit de proceder B des cccoups 
de sondeu sur des stocks de pr6parations pharmaceutiques ayant une certaine anciennetb), 
ou s’il s’agit de formes est6rifiQs de la vitamine D,, il est necessaire d’effectuer le dosage 
spectrophotom6trique sur l’insaponifiable, la perte de vitamine D, au cours de la saponifi- 
cation 6tant d6termink une fois pour toutes, sur une solution huileuse B 1 % exactement 
titree, dans des conditions op6ratoires bien d6termin6es (perte: 7,5% de vitamine D,). 

L’insaponifiable propre des huiles vegbtales utilisQs pour la preparation des solu- 
tions vitamin6es peut Bvidemment intervenir dans le dosage; mais nous avons constab6 
que le coefficient d’absorption Ei2m pour la longueur d’ondes correspondant au maximum 
de la courbe de vitamine D, (A = 2650 d) est faible et ne risque pas d’intervenir pour plus 
de 5 B 6% dans le r6sultat. Ainsi, par exemple, on trouve: Eitn, = 27 pour A = 2650 if, 
pour l’insaponifiable d’une huile d’olive non vitaminbe. Pour une solution a 1 yo de vitamine 
D, dans cette huile, il serait donc theoriquement necessaire de retrancher cette valeur du 
coefficient d’absorption Eitm (A = 2660 A) trouve pour l’insaponifiable du total huile 
+ vitamine; mais, en fait, la correction serait de 4,8% du titre trouv6, et l’on p u t  pratique- 
ment la nbgliger, la m6thode de dosage spectrophotometrique ne donnant pas une meilleure 
precision. 

Nous pr6oisons ci-dessous la mode opbratoire : 
Une quantit6 de solution huileuse exactement pes6e (voisine de 1 gr.) est sapon@5 

au bain-marie, au reflux, en presence d’azote, dam un ballon rod6 muni d’un rbfrighrarrt, 
par 15 cm3 de potasse alcoolique N/2, pendant 10 minutes. Le melange est aussit6t refroidi, 
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addition& de 25 cm3 d‘eau distillbe bouillie, et 6puis6 3 fois avec. 25 om3 d’6ther-oxyde 
d’6thyle officinal exempt de peroxydes. Les solutions 6th6r&s r6unies sont lavks, d’abord 
avec 10 cm3 de potasse aqueuse N/2, puis avBc de I’eau (3 x 10 em3). Aprbs deshydratation 
sw un peu de sulfate de sodium, filtration et lavages du sel L l’bther, la solution est amenhe 
B sec sous courant d’azote, puis sous vide, dam un petit ballon tar& 

l‘aide de cette solution-mBre, d‘aprBs le titre annonce dans la solution huileuse initiale, 
m e  solution alcoolique titrant thboriquement O,Wl6% de vitamine D; on dose ensuite 
au spectrographe comme d‘ordinaire, en plapant dans la cuve de r6f6rence de l’alcool 8. 
950 seul. DaprBs le coefficient d’absorption E:?m trouv6 pour le maximum de la courbe 
( A  = 2650 A), on d6duit le titre en vitamine D,, en ajoutant une correction de 7,5% pour 
la perte L la saponification. 

Divers dosages effectubs, dans ces conditions, sur des Bchantillons de solutions 
huileuses de vitamine D, pure (Sthrogyl15 injectable ou buvable) pr6lev6s au hasard dam 
des pharmacies de d6tail permettent d‘affirmer que la conservation est excellente. 

R&SUMI& 
Dens cette note, il nous a paru interessant de preciser les carac- 

thres physiques du calcifhrol chimiquement pur qui doit &re employe 
en therapeutique pour les doses massives utilisees par les cliniciens 
dans les diverses formes de tuberculose. 

L’Btude de quelques esters de calcif6ro1, dont Pester chaulmoo- 
pique, a paru retenir l’attention des cliniciens frangais dans cer- 
taines formes de tuberculose. On sait, en effet, les rapports d’aci- 
do-resistance qui unissent le bacille de Hamem et le becille de Koch 
et la sphcificit6 accordee aux huiles des Fhcourtiacees, dans le traite- 
ment de la lbpre. 

Des essais encourageants sont en cours actuellement dans le 
traitement de la lbpre et de la tuberculose. 

Enfin, &ant donnees la lenteur des essais physiologiques de 
vitamine D, et la necessite de la mise en ceuvre d’un grand nombre 
d’animaux (rats) pour obtenir une precision suffisante, il nous a paru 
interessant de donner une methode relativement precise ( h  f 10 yo) 
de dosage du calcifBro1, dans les preparations pharmaceutiques 
simples les plus courantes. 

Le rbsidu pes6 (inaaponifiable total) est dissous dans l’alcool B 95O, et l’on pr6pare 
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