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Ill'l'RODUCr ION 

La vi '.:>.mina ~ - 1 ;> ( rianocobalanina) se hit convertido an un 

producto indisnensable en 11; nutrici6n humana a 1'artir de que, en 1948 

Re descubrió que act11a romo fr·ctor nrincin"l nara !"Vitar la ane•ia Pº! 

nicioea. 

liebido a ullo eFJ muy conrdn encunt ,·arla tanto en rroyecto11 n!. 

tricionales, aci co!llO f'n trP.te.rl'ientos m~cHro11 nrP.'.'entivoR y rorrecti­

vos. Por c:onsi(11ilmte existe unn .l"r~n variedad d• !"l'Oductul' r¡ue conti,! 

nen 11n nu forr.n1laci6n esta vit;;.mina: ya sea como 1foico. T\l'inoipio actift 

o en combinaci6n con otras vitnminiu:, con otroC1 principioR activos y/6 

con proteínas y minerales. 

F.n peneral, loR an'lioie ouimicoa ce ar.uellae preparacioneR 

farmac~uticas que contienen Cianocobal"-Mina como único T\r~ncinio ~ctivo 

no son problem~.tiros; nPro com un l ran eorc1mtaje dP medio11mentoR ed,!! 

tantee son mt'~clal'I co111pl ejas rle vnT'iaR vitaminae y otrc.F. principios Ac­

tivos, el ariál iFill d11 eetoP proc!uctoR es rnáR cornT1licr.do1 ,.ueri 1111 requi~ 

re1 Tl!ícnicae :ma.Utica1:1 111f..F sofinticadas, m,.yor tiem!>Q y rohre todo una 

atenci61' especial n la verificaci6n df' loa rerultndo11 obtenido11. 

ron el rr""'"r.te trnba.-10 se nrorone u11:i. tlírnic•• Í'"ra c11anUfi­

C':lr la vitf..mina 8-1:: '!fl urm me"Pcl11. roMptP ,ia d .. vitamil"a!! y r.yc:f dentee, 

em~leando 1•0.r~ ello1 rJ'(1m11tofr"ffo de Jr.tercRmhio IcSnico cuma m~todo r1e 

l'f'T''ll'llCl6r. • 

r:r. el )""'O 'i:rtCl . r.tu<iinriCJ ,.,. i1:Lf'nt6 c1mnter r la •·irnocobala­

rr.inn ror mlítu<l(·r. mícrcbiolokioo11, pero toñoe frnrnar.ron, J'UllfU la baja 



oonoentrao14n de rltaalna :S..12, la preeenoia de otraa vltallinH 1 loa 

u:oipimitH Ml>le&dOll la'Didieron la dAtel'llibaoldn ••tlefaotoria de la 

Yitaaina. 

Ccm la iaplHentao16n de H'Mt aatodo anal!tico H pretende 

o'ht..,•r '1111& tlanioa 1119d1ante la cual •• reduzca el tieapo de .-119111, 

... de b&.1o ooato :or ou.708 reaultado• aean reproduoiblee 1 ooafiable•. 
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GD'IW.JDADES 

2.1 Utodoa de An411eia de vi tuina B-12. 

Una gran T&riedad de aftodo11 H han d•arrollado para la dll•­

t11minaci6n de Cianoccbal.aaina, todo• ellc11 baaadoa en lu caraotar!et! 

cu ta"tn tiaicoaufllicaa como bioouí•icae qutt po11ee la vi taa:lna, 

A c:ontinuR.ci6n ,.e dr, 1:,, (·MUerNi penee11.l ·!le loe r.iAtoclos f'JCin--

tenter-1 (1) 

2.2 -~•.!!!.cta.! 0ur111e :v ~º..!!.!!~~ .. ~ 
2.2.1 ""1.iai11 Ba"Dectrofotoa•trioc Vi11ibl1. 

2.2.2 Deteminaci.Sn E11'P8ctroec6oioa por Abaoroi.Sn lt6mioa. 

· 2. 2 ,3 Detft1'9in&ci.Sn Co 1 ori11hrica con 1-ni troao-2 nattol au]; 

tonato die.Sdioo, 

2.2.4 Jn4lleia nor 'l'raza11 R.adioaotivaa 

2.2.5 Detel'llinaci.Sn por Titulacic5n Radio•hrica Quelante. 

2,2.6 ••todo de Distribuoi.Sn a Contracorriente. 

2.2. 7 Detel'llinaci6n por Cromatograt'!a en Papel. 

2,2.8 Deter11inaci6n por Cr011atograt'!a en Capa Pina. 

2.1.l •todoa 1Uorobiol6rioca, 

2.3.1.l An•li•i• con Laotnb&cill1111 le1ohllann1. ------
2.3.1.2 Deteminaoi.Sn con ~ctobacillua ~ctia. Domar. 

2.3.1.3 Dete:rminaci.Sn con Ochromona.e malla11enoie, 

2.3.1,4 Determin.aci.Sn con E\Urlena grncilia. 
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Todos ellos varian en 0011plejidad, tieatlO y costo de an'lieia, 

Los m•todos biol6gioos requieren m&s tiempo de ~lisis y son 

..&. coatosos1 ]ll'l'O una ve11 eatandari11ado el ••todo, at>Ortan datos llU.J' -

illillCl tantea sobre la oonoentraoicSn activa dfl la vitamina B-12, 

Loa ••todoa tisiooqu!micoa son t&oiles de desarrollar, D\17 1:! 

pro~.uoiblea 1 ]llro no anortan la intormacicSn biolc5gioa neoeaaria dfl la_ 

vitamina B-12. la u;vor!a de ellos se basan en la cal>&oidad de absor­

ot c5n ~ lu11 que posee la vi taina B-12. 

Laa solucionas aouosa1 de oianooobala.ina presentan lOll ai---

giuentea dxi•oa de absoroic5n1 (2) 

A • 278 u e :t l 1111 > , B l~ 
l Cll 

• 115 

X. • 361 Dll B 1~ 
1 cm • 207 

+ 1 u) ' El~ 
1 Oll • 63 

11e11te indiet>;Bnsable la aeparaoi6n previa de la vi tui na B-12 de eo11ple­

joa vitam!nicoa 6 de preJJ&raoionea polivitam!nioaa,:ra que otras vita--­

minae 1 excipientes e•nleados en 1111 prenaracic5n abaorben lnz en longi t1! 

dea a1m11area a laa anot.adas anterior11ente, 

Debido a que la aua'P8nsic5n problema tratada en el preeen~ 

traba1o ea una mezcla <'.fl ·1•>n vHr.mi ··r.li ( '1-J., .'' n...? ) e~" v~ ... 1oC: "'·r-.i­

.. i~::tr!s, '"º r:rr:en.:.irh:. li:. G1,'!~~~rncl6ti de, l;i vit.-~:"'.i.TI~ 7~11.d'.! loe det:~:\S 



Lao técnicllB de l'ennr.11ciór• ru" exi Ptem entRn divj dictan· f!n 

tres P"T'<:nder. frllllOl'I 

2.4 "16todos de Senaraci6n !!e ~:Melas. (3) 

2.4.1 Proredimientoo M!!c&.niC'l)BI ;;tiltraci6n, Decantación, 

Ce11trifu1ac1.Sr., Pulvcri:ra­

cidr, T.1mi :lado. 
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2.4.2 Procedimientos ~ieicoou!micosr Separación por diluoi6n, 

Crirtalhacidn, Deetila­

ciGn ~rnccionnda, Arras­

tre óe vapor, Extrnoción 

simple, 1'~xtraccl6n rildlt.!. 

ple, Cror.i:i.torr:\fía, Eles 

troforaein. 

2.4.3 Procedirdentoc ~icos: !'.:encr:ionen C:ui1:1icae ·;t•lActh.-::is. 

Como la suspend6n probl el!lll precenta cnrMterfrtic1u1 hiclrodi­

n,micae especiales la tAcnica propuruta más adelante es una uoujur.ción 

de loe nrocedi:nientoc de :~epnraciór. o:ecAn1coe y f1sicue. 

Debido a ~ue lA rt'O~nto~rafi~ ee el mAtodo mA~ utilirado para 

sermrar cantidad!!e de l'".'.\ert ra rruy per.i:P.;Jns; so eliFid como tl!cnica d., 

seraracidn, pues la cantidad do vitamin•• ~l ::' presente en la. t.UA1'enai611 

problema, c:>tti <:?n el ord·m ne microeramoe. 
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la Crollatograr!a ee d&tine (.i) como " el •&todo t!lliooquíllioo 

de •eparaoi6n en el que loe coaponentee a separar •• dietrt'bll.Ttlft entre 

doe taau, un& de la• ouale• oonetituye una tue utacionaria y la ot~ 

ee un tluido que paea a tl'9n• cS a lo largo de la taae utaoionaria". 

la HJ)ll.r&cic!n •• bua en el reparto de loe c011ponentea entre 

doe ta•H cS en lu diterent• velocidadee oon que se aueven loe compon'!!. 

te11 a trsvfa de un aedio poroeo al eer ar:rurt:radM pnr un disolvente en 

•oriaiento1 exiaten trea procedillientoa prinoipelea para lograr eeta a ... 

paraci&u 

2.~.1 Proceso de Reparto Kdltiple. 

2.5.2 Proceso Continuo de .ldaorc16n. 

2.5.3 Proceso de Interc.111bio I6n1oo. 

2.5.1 Prnceao de Reparto Klll.tiple. 

la HJ1&raoi6n de una u1cla de auetanciae ae -.a en el reparto 

que •e etectda 9fttre la ta.e •cSril ( elu.vent.) ,- la teae .. taaionarlar 

.. ta talle ea ai~•pre un líquido, •ientraa que la taaa m6v1l puede Hr un 

l!qutdo ( C~tograft:a lt:quido/lfquido ), o un gae ( Cro•tog:raf!a 

11'8/lfqniclo ) • 
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ta. 11Uatanoiu por Hparar eaUn en prt1enoia de lM disolven­

te• ( el eluyente y la ta1e e1taoionaria ) in11iscible1 o poco •i•oible1. 

Cuando una •u•tanoia .! se disuelve en doa diaolTente• z y .! f 

ae dieolvel'll entre aabo• de tal •anere que OU11pla la eiguiente relaci6n1 

(5) 

Conoentraoi6n de x en y 

Concantraoi6n de x en 1 

• Coeti oiffn ta de 'Re'P&rt.o 

La t6rmula an"tfllrior an oonooe como ley de Diatribuoi6n ele 

l!l'ernet o Ley de Reparto. 

2.5.2 Proceso Continuo da Adaorci6n. 

La AdsoroicSn ea la retenoi4n dtt una especie q11f•ica. por 

parte de lo11 "puntos actiToa" de la aupe~ioie de un n6lidot A&tOll pun­

to11 activos son tuer~aa •olAoulal'As en la superficie de un 16lido que 

oe enousntran en estado de inl'l&turaoi6n1 pues las 11ollcula11 o ionAA no 

tient'ln aatistechu toda& lae tuerza• da unicSn con nt,.u part!oulu, pol" 

lo que atraen hacill a!, retflniendolae en au·aupertioi11, a laa aolloulu 

da loa !'\~"'" O rl11 •>t •.'3C ~111~.tlUlCi'lB r.ue 11 pO)'l1>n •>n ("int.<>r;to 1·on ol lns, 

la aeparaoic$n ea realiza por las diterenoiaa de ooaportuian-

to en la adeoroic$n de las au1tanoias a separar. La suatanoia atrafda 

haoia ls superficie B8 lla• taae adaorbiclet '!f la qu11 "" adhi9l'B 88 el 

adsorbente; se~1n la tase m6vil existe ol'Ollatogratls de adeorc16n lfau1-

do/s6lido y r¡ae/s6lido. 
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L& siR111.ente Tabla !fo. 1 enaaroa los a1Uodos exi11tentae1 

CROXA'l'OGR 4.FI A 

Crn11atoirraf!a de Gas 

Gu/L!quido Gu/Sc5lido 

Croaatoirrat!a Líquida 

Intercambio 
Ic5nico 

Crnaatnin-at!a 
de 

P&rtioi&l 

Cl'lllla tnv.:rat!a 
de 

P&1>81 

ExclusicSn 

AdaorcicSn 
Liq./Sol. 

Capa Pina 



2."i. '\ Prncean de Intercaabio IdniOt>. 

Se 1111 11.aa ''OUlbin M"ion" a la Naoc1&1 de cambio 11tntre doe 

t .. ee no aieoibl111e que puede eteotual'lle entre oiertoe OOlll'Dll••toe s611doe 

v una eoluoi~n i~nioa ll9nora1raente aounea 6 onao el interoea'bin r9"91'81-

ble de ionee de ei¡¡:noa ifl!U&le• entre una eoluoi6n ., un e1Uidn insoluble. 

Con.:dns ionH diterentea X Y Z1 ae tienes 

Z1diauelto + Xs6lido •••~,~••••-- X dtsu11tlto + Z1 s61tdo(6) 

mata X't'&Oci~.., da T\lil' Msnl tadn la e11sti t1tcí~ 48 1111 Mn en 'en­

~uci~n pnl' otro introducido en un a611doJ al que ee 11111& oaabiaclort éate' 

•• una red •ormoleou.lar aineral u ordnica que aot-4& on11n un inoan tan 

i.Noluble pnrtador de car.- el4otri 01U1 que retiene a au alrededor, pnr 

•i11J>le atnoo!&l eleotrcet&tioa, laa car•• de 81111110 oontrarioJ .. tu 

oar ... ao~ loe 1on..,a"1lea o oontraionea 9Uloeptiblea de oem'b!o • capa­

oea de paear a la d1aoluo16n. 

81 ouab1ador puede aer de tre• tipoe de aate1'1al1 .... 1na, Cel 

7 Cfelulnaa de intel'CUlbio I6n1oo. 

La cliterenoia entre loe tH• •• debe a la natural•• de lne 

~pne a..b1adnl'9• Y prinoipalaente a la •ioroeatruotura. 

Lae lle•in•• aon ll:'llleralaente eateraa a6l~dae tranaparentea, ele 

d.1.411etroa que oaoilan entre O.'i a l.o; •• y aon elaboradMI por la t41an1-

ca 4e poliaerisaoidn al eezclar eatireno y diTinUbenoeno 6 por la de -

lle>iioondenaaci~n eapleando tenol v tol'llaldebido. 



10 

Lo• a.le• •on part!oula• eat4ricu, oon una eatruotura tridi­

mendonal de redM de deztrano .... o ••no• unitome1 •• fabrioan intro­

duoiendo un ATUpo cubiador apropiado en el ••no de un ~l ( ooao por 

ej .. plo Sephadex). 

L&e Celulo .. e de 1nteroaabio i6n1oo son derivado• de pnliea~ 

Ollrido• tibroeoe. 

2.6 Resinaa de Interoaabio Idnioo. 

er.n va •• anotd anteriormente lea re11inas son •acro11014whe 

clel tipo de pol!11erc11 tridi•enaiOJ1alee (entrecrumdoe) que oontienen 

gzupc• ionir.abl .. , son polielectrdl1toe insolubles que conai•ten en una 

part. compleja nn d1tu81ble con ATUpos polarem 7 de un ion •i•ple dt.fÜÍi.!, 

ble o ion interoaiabladorJ este ion interOUtbiaclor .. t& tmido a lo• gru-­

poll polaree por enlaoe• electro-talen te• o OOT&lenola, cout1 tuvendo loa 

grupne activo•. 

la• re•in•• que •• elaboran por conde1111aoidn 11e toman por l.& 

•••ola de tenol v tormaldehido .. pleando oatalizadnres li'e10011, te•pera­

turaa elevada• 7 una relacidn adecuad& de tenol/to1'91lldehido. 

Primero se etectdan reacoione11 de ad.icidn que crean loe grupns 

tuncionalee en laa mo1'culas del mon6mero 1 det1pub ee tor11an mol.toulae 
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bi ,, trituncionale11 necesarias nin'& la t>nl1.11erizaci~n1 dea11U&a aatoa 

grupos reaccionan Antra sí y en Rete nunto axiate eli11tnaoidn re'P9tii!a 

de 11014culaa aanoill&8 de H~O y de NH3 'nnrlo orieen al polímero. 

En la 1>0lt11ariucidn nol" adioi~n se uti l1 za dlvinlltienoono y 

eatireno aapleando 'IJ"lr6xido de bensoilo 00ato oatali1&dor. El eatlrenn 

se nrepara nor la oondenaacidn del eti lnnll con o:il benceno y deel!Ula de 

UT1a deahidromtnaoi~n ae ~ol'll& la 11oldoul•1 

0-H ... 

1& aoldeula W. eotireno to'l'llada •• un 'Producto tftr11onl'8t100 

aolublit im nUMrosoe diaolnntea ot'ánic09s se puede poH .. ri1&r J>Or 

expoaiol~ ~ la 1111, al &iH y al oalent.u1111n+-1 nrolll!lr>ado. 

Bite nolf11.,.m Al lin .. al oor lll Qll"I "ª necesario ~inar un 

ann~ retioulant"I con lo que ae ohthn• una 11ollcula tridi11eneional1 

con dicho fin ae utiliza .. 1 divinilbanceno. 
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Al aezolar eatireno Y divini lbenceno con "" ttltabilizador 

flllcohnl ool1.v1.ntlico) y un oatalimdor ( perdxido ele b9nsollo) ee t'o.!: 

•a un oopolfmero en forma de 11&1& cristalina v!tre&t transparenta, ter-

11onlúti oa y oon dos oaratar!sticas t1rimot'dialea1 insoluble y ad .. ú 

"hinob&ble'' con 11Uchos disolventes. 

l'l!ra inteirrar al copol!mero el "1.'U'DO i6nioo ae conocen tr-..1 

ailtodoa 1 Pº" 1nool't>Or&oi6n a la 11ol&ciula del mon~aero antes del t1rooe1Jo 

de 'DOliaerl1&ci6n. ~or incornnraoi6n durante ffl nl'Ooee,, y '[)i)l' t'i 1aoi&! 

a la utruotura del mlf11ero ya formado. 

Una resina o interoaiabiador ~atic5nioo ae forma al tl'8tar 1&11 

eat'eru con 'oido eulf'ilrico, de tal 111anera que oa introducen en1noe 

aul.t6nicos. ( 7) 

El !nteroaiabiador o resina anic5nioa •• produce al am-e~r 

11ter olnl"Ollet! Hoo v uosterio1'118nte nna !lllina terciaria ( por e.1Mt>lo 

trim1tiluina) para introd11oir '1'1"'11)·18 amino cuaternarios. 

La ':'epresentacic5n cl&sica de loe dos tipos de resina es la 

ai¡¡:1.tiente1 

Reaina de Interca11bio Cati6nico Reeina de Intercambio Ani6nico 
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En la resina de interoa11bio oati6nioo loe ionea hidr6~no 

(H+) son loe dnicoe que ne pueden intercambiar. l.& reaoci6n entre aeta 

reaina ~ una eoluoi6n que conten&aL sodio aer!aa 

+ R - 1'a+ + 

En la reaina de intercaabio ani6nioo loe iones hidroxilo (OH"") 

eon los que pueden interoaabiar. 

Desde el punto de vista pdctioo las f'omae i6nica11 mas eaple.! 

das son a en l.aa resinas oati6nicae la 'cida (H+) y la s6dioe (Na+) 7 en 

lae resinas ani6nioas el ion cloruro (Cl-) o el hidroxilo (OH-). 

Se puede convertir una resina de la f'ol'lll& e6dioa a la forma 

•cid& ( y vicever:ia) di-rigiendo el eqnilibr1.o de la ,.eacci6" en la 

direooi6n deseada: P.llllleando 1iara ello un irran •u:oeeo de soluci6n oon­

C<'ntl'a.da que conten"'8. el icm aor011iado nat'a. el.icho f1n. 

Los requisi tno bAsicos que debfl 'JlODAOJr una reflina para q110 

"traba,1e" cor. la mixima ofio1enoia sena 

A.- Debe ser comrle~l!llllent¡;i. \'l'Rnlul.1~ ~n ª'"'ª• 1.1lcnhnl, ~11 .. 
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col 11 ot."'.'IS disolvontosJ esta insolubilidad la confiere los enlacf!D •m-

trccu>ados que forman nolfmP.roo tridimenaionalP.s, 

B.- IlebP. penn:tti:r la di:f'uni6n d0 los inneo a trav~o de >1u es-

tructu:-a a una velocidad finita y dt:ll; uo:r lo ciue tiene que aer sufi·-

oiantamante hidrof!lioa. 

En un intercambio i6ni co suceden dos ti n·:>s diferentes de di--

fusi6n1 en oolícula y en ~l. 

La di:t'usi6n en palfoula es la primera etapa del intercambio 

idnico y asta en rAlacicSn di l''3Cta a la raoidez del desplazamiento de la 

soluci6n v al tipo de monta1e de la columna intercambiadora1 se lleva a 

efecto en una llel!oula inm~vil que se fo't'llla alrededor de cualc¡u:!er ~­

no de :r9sina, el ~soosor de esta oeUoula ( llamado "e" ) es del orden 

de 10 a 1()() microne9. 

La di:f'uai6n an Al i>:el denf!nde d9 la natvralaza del nol!mero 

on+.::v,¡c··uzado y deil nlimero do mallas en la red. 

Este m1mero esta en MlacicSn dir"!cta con el 1: de reticulacic5n 

(cantidad dP. div:\"li11'enoano) y la T''!ll"la es r¡uP. a mayor pro::orci~n de 

divintlbenceno 11'11 comlJacta ned la red y menor sor! su .irrado de hincha 

miento • .\ uri alt•' t:>t'ado tle retic:ilaci<5n la 't'eaina retiene 11&11 iones por 

unidlld de voln:nlln. nero los iones 3e difunden m<!e lentamente v lrrn io-

n 
Lns ion1>s rle radio <1u~rlo1' a 4A. 11º mmdori penetrar en ur1a 



resina oon un 24 ~de divlnilh~noeno. 

La 11&.vor!a de las a,>lioaolone:i analítioos utilizan realna11 

con un no,.oe11ta~G de dlvint lhAncrin" dal "rden del ll it. 
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c.- la ~oina debe ooseer un ndaero euficiente de ll'l:'\lnos de 

intercambios aotivoa aocesiblea quA ofrezcan la máxima capacidad de in­

tercambio. Bata oanacldad se puede definir 00110 P.J nd11ero de grullo• ao­

tivos t>Or 11r1ldad de volumen d'I la resina hinchada. 

Una resina intercasbiadora de cationes -dAl tino dff t>011-

e11tireno aulfonado oon un cruzamiento de A • de divinil'lv!noeno l'fftiene 

~roa de ? meq de ion911 mr 1111 de vol1111en hrutn de la columna. 

Un intere&111biador ani6nioo formado llOr una base ~uerte 

de poliestireno oon un cruzamiento de enlaces da·l orden de 8 ' retiene 

un ooco •h de 1 11eq oor al de voluaen hruto. 

?..7 Tenr!a del Cambio I6ntcn. 

la teoría del 0&111bl '.'l l°'ni co f!D muy comolP. 1a. :'1& Q"I! i.xto­

ten un on"an ni1iaero de factores que in tP.l"Vior.en en 1U. 

Sin r.mbar~o para un mejor P.ntendimiento se aco1t1.111bran r.! 

lacionar los ffl!n~mer.na efactuadns en laa re11tr.a1 con lc:s que ocurr"n en 

lu 10lucione1 y loa coloidea. 
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Para explicar el tendmeno del intercambio i~nico se han tnl'-­

mulado tre• teor!aa1 (8) 

~.7.1 Teor!a de la red cristalina.- Mediante esta teoría ee 

cor.sidera a loe constitu:ventes de la red oristali11a de la resina oo•o 

jnnea v nn 00111n mol!Sonlas. Cada io" del oriet.al est-4 rodoa•fo oor un nd ... 

111ero !'i.io de iones de oaraa ouuP.sta (determinado por el ndmoro de coor­

dinaci1~!1 df'!l i~n) y esta ou,1etn a fuer:r.as de atraccidn ( que dependen 

de las car.czas relativas de loe iones y la distancia de loe miemos). 

Al colocar este i~n en un medio que conten°'"' una cona•• 

tanta diAl&ctrioa elevada ( como el 8'rlla) las fuerzas de atraocidn que 

unen el ion al cristal dis:ninu.wm de tal toma que se puede efectuar un 

interca:abio de esto ion 1>or otro o la reaooi.Sn con otro ion. los tacto ... 

l'E!S qu11 inf"luY'ln nara que un ion nueda ser reemplazado por otro son1 

a) La na tu raleza de las fuerza o qua unen al i6n al ori.!! 

-tal. 

b) la conoenti-aci.Sn del i6n que se intercambia. 

o) La carQ8 del i.Sn que se intercambia. 

d) El tai1año de los tones, 

e) l'll <1rooto de sol\1bil l dad, 

cristall11a :r ·1.1nQ".I dll 11na ao:•.1ci·~n ol•~ctr.,U'ttca eo m•i.v "'..mt lar al int¡;or 

cambio de ionns ~n noluoionea elActroJ!ticae, 
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?.7.~ Teoría de la dohln cara ~llotrioa.- Esta taorfa As l~ 

menos oocorl'ida ya que 11rooone qno los fAnllmon•'S del h1ter0Mtbin i.llnioo 

son id~ntiooe a lna f'enllmenrni 11lnotr,,oi.>i~tlcos d'l loe colni.dee, Se RUll;:! 

n9 qui; el intnrcambio Mnioo se r.roduce solamentP. en una doble ca:ra que 

rodea las partfcu1as de !'nnina. 

2.7.3 Teoría de la Membrana de Donnan.- Esta teoría ee la 41.ue 

explica en una forna m&s detallada el f'1m6mP.no del intE'!rcambio ic5nioo, 

en ella se simula el cambio ic5nico como ur.a membrana semipermeabla en 

la que de un lado se encuentra un electr6l 1to1 uno de los iones de eate 

nlootNli to ns inca::iaz de difundirs9 a trav~s do la membrana • .\unque 

oriicticamente no axiate ~eta, se connidora cc1m•; •ma membrana la inter­

fase entre las fases s61i da y HqJida y la mi ce la coJ oidal a la cual 

estd unido el i.~n intP.rcambiador en el ion difusible. 

in int,,rcambio i6nico es eaencialmen ~P. un 11r•1ceso revor::ii blo 

re~·ieo nor la Jey do Accic5n de Masas. 

El cambi'' Vinico de dos cationos A.+ y ll+ entro 11na 110J11cl.~n 

y una r1;n ina BP. l'e:>1'·:?'.lill1 ta :la la oi·nilo;n t:i 111a·1a:-a1 

+ -q+ (soluci~n) + 

en dondo ~- rs la r.:>sina v fJl Pquflil)rl•' ;in rn1r>cle 1es:•la~ar on'oual'.¡i1lor 

dlrecci6n m11di.ant!l la .<idici6n di> un "'tCFl!IO de 011111•.¡uiar c11ti6n. 



Dehido primordialmente a 1a reversibilidad de 111 r·.aoci~n ae 

aplica la ley de aocl6n do masan i;ara P:c;.licar nl i>quilihri.'.l. d~l ir.t.<?.,! 

(.\] 

F: es la conntante de equili.hrio v solo de;iende de la temrie-

ratura. 

A y B re?ressntan a ln(I ioneB en fase resina. 

Los corchetes NoMoentan las aotlvidad:Je termodini<mioas de 

les inr.es. 

J'lebidci a a.ne no nxl!lts un m~todo satisfactorio para medir 

les coefioien tes de aotivldad en la rP.sina y laa ooncr:intraoiones tota-

las de cationes en ambllll faaos son ñaias. ai;i rc-,n1iza la eustit11cl~n de 

las actividades nn:r las concentraciones. quedand,11 

., Ko 

í ¡ ) 

B 
.. ( K' ) A 

Kc sn lo llama ooeficienta de selectl.vtdad de la .resina c5 



llJ 

No es oro11lamanto una c1,.,stantf> ya quo cambia con la Tel&oi·~n 

(B)/ (A] J siendn Asta va1•lucl~r' mils mareada 00:-11 cntionns d\va­

lentno qua se intercambian con ionos hidr6irenoi solamentn en el ca.so 

riartioular de C4111bk· d~ l.ones moriovalnntPs su valor ndmat'too es 1.•~'tal 

al de factor de sera.raoi6n. 

Este factor "lS m!s variable c1tanto 111a:voi- As <>1. m•ad•) ñ~ re--

tic·llaoi6n de la 'l"f!sina ( <t de divini lhi?l'ICeno). 

La constante de intAl'camtio i~riico oe ut,j l.i za i:ia.re. conocer 

loo valo~s del intercambio 7 taabiAn indioa la afinidad relativa de 

los ionos por la realna¡ 1a conotantA donando no o&lo de los iones que 

se interoambiM. sino también de la conoentraoi.Sn tot11.l en la fase r11-

oina1 la r.:resenoia de otros iones en las p:rmc:lmidades del :lnt!'lrcallbio 

modifican en in'8.ll mano:ra las interacciones aleotroet&ticas entr•1 loa 

iont'lc li1rados v sus iones interC&lllb'ladorea por lo tanto el nrooe9o de 

intArcambio de~ende de la relaoi~n de lns iones int.ircambiahles en 1& 

fase resina. 

Comn no es ll09ible dar una aacala de afinidad do 1111a Nlina 

para ionea de valencia difa7'9nte, pues deoende de la cn"oent.~aol~n, se 

t>11Rd1t establecer u11a ll'SOala nara iones de la 11iri11a v111enola IJÚl>B 111 

factor q_11e influye determinante11101d:o en RB ta afinidad •• el radio i~nt 

oo hldl"t\tado; ,,., ot1al ~ata en Mlaoi~n dir'lcta con la hidratacl.~n de 

loa inn'ls. 

Como t'flg1a ~·no~al P.1 orden de ~tinidad ea en ord~n 1eore-~ 

oiento de los radios i6nlc~a hidratados. 
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En innnn de valencia dlfer3nto la re~1a es; la nfinldad ee 

rnavor en h'"P.S de r.iavor car.l'll! wr lo c¡ue los ionee trivalentRs des"Pl_!. 

znrkl a l~s divale~t30 y ~et~e a los monovalenteo. 

~atas re~las son ~lidaa ~nicamente en medio acuoso a conoe.!! 

traeionee y t.nmn~raturas baias, 

En cuanto a afinidad el nunto m4a ir.iool'tanta es que las reei 

nas presentan oa'll!lcidad de diterenoiaoi6n 6 dloho de otra manera mue11-

tr&r1 nreferenoia por fiiar unce iones con ronnecto a otros. 

Para las Resin&e Polisuli'<Snioas al ol'den do afinidad cre­

ciente nara los iones monovalRntes P.BI 

En loe divalent~a nsr 

Para Re11inas B4siO!ls Fuertes 1 
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De lo anterior ea conoluve que oon iones de i~al valenoia 

el intercambio aumenta con Pl n~mero at&sico, con el volumen creciente 

del ion no hidratado o con el radio decreciente del ion hidratado. 

Una manera de expresar la afinidad o selectividad ¡ie.ra prop~ 

sitoe anal!ticoa1 es por medio de un cociente de dietribuci6n1 

C~ncentracic5n dA 'B en el i!ltercamb'\ador 

Concentraci~n de B en la soluci6n. 

Ee un rar1b<itro iltil pal'a discutir Pl comportamirrnto de la 

columna ya que es an4l··i:o al cociente de distribuci6nde Nernet usado 

en la extraccj6n con disolventes. Se expresa en las unidades ml de 

soluci6n x gramo de intercarnbiador seco. 

l'.:ste cociente es 1tf'lctado ¡:or el .:7ran nmnero de interacoio­

nAa nnt1•·:. la reoina v Ja Anluci6n i6ni ca, 

F11ctor ~atÓ1·i c.1.- La !'ed macroMnl•~cular de la resina haos 

el erecto ,¡e 11n tnmi z i.c5ni ca, nor rhnd<:? l•m i·Jn'!lo de!1Íasiad.1 i<"randn!.I no 

;"U"lliqn int .. ~»:!11cil':J~f ea varlabl'1 dn nouerd:> a1 tir-n .Y al e:nado de '!''lti­

cu1a~:~n de la reRl r.11, 

.. 
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- Influencia del pll .- E} r-11 de la soluci~n '!n 1m fact<>r 

11uy i11portante para lo~rrat- •1 l i •• ~ .. 1•c-.ambio i~11i ca, ~·a. :¡u1. •1u«do m.;dl ri --

car iMediatamente la ionizaci<1ri del Ctl.lnhi11dor y 1'~" C'N:r>ncu,..r.ctn -ii n!'lj_ 

nuir el mlmero de P\Jnt,.,n :ioti·ns d~ la ri;isina. l'nl'n e:w:;·li>'.'ar e::to 1'en6-

meno se ;irAsnn tan laa .<n>áficas 1 y ::: 1 ( 10 ) 

i 
8 

{'¡µ/IJiMDJt (/IT/ÓAJlúJ J"V6/l/4HE'41T.E IÍc.'oo 

i 
~ 
~ 
~ (l/Hl!J/41JO~ #fA11°ÓN1"to N8JEHrAJTli. 8A'&/UJ 

Q 1 "' ·~ 
" ~ 
~ 
'IJ 

I 2. " '( s ' 7 I ' 10 " lt. '~ ,., ;N 

,_ .... ,,,,~ dlflÓ.Htc 

DIOt'i."'I~ AciO., 

~ ¡ (' l/l'l¡j/JOl»f, llNliA11'co 
~ 

1 
Def/úf ... ,. ·'.llf4clco 

; 
~ 
Q 

·~ 
~ \; 

a. :J " 6 ' 7 I , 'º " 1.1. l.J lfl ,oll 



2,A Cin&tica da.l ~·'lmiil" !·.Sni co. 

Debido a ~u" Al camhi.1 i6nicll no f'l!I lni1ediato y requir>re 

minar la velocidad del cambio i6nico. Con dicho fin ae eatableci6 que 

existen dos tipoo de fan6mcnos en dicho procesos 

- Fen6menos Físicos .- a) Difuni6n en la película. 

b) Difuo~¡o:n en l\l ~l. 

- Fen6rieno (} 1!mi co .- ~eacci6n de Cambio. 

Resulta de gran utilidad el podAr conocer el coeficiente de 

difuei6n da loe iones en una determlnada resinar nar" t.al ef.,.cto ª" utj_ 

d (' 
D 

d. t 

Donde .Q •on laa concentraoionn, .! y.! lu nriable• de .. pa­

oio y thapoy .!! el coeficiente de Dituaic5nr ttl cual •• i>uede deteminar 

pr&cticamente en la reeina de la siwiente aanera1 



D • 
( Soluto en intercambiador) 

( Soluto en aoluci6n libre) 
X 

Unidad de •e.-ntn 
de colu.na. 

El ten&aeno químico o Reacci6n de ca11bio ocurre cuando ae 

haoe lle~r una soluci6n oar~da de iones !' a la 11arte alta de una 

oolumna intere1.11biado:rt. que eata bajo la to:r11& mi. 
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Lae pri111eru capas de resina aon invadid.u J>OOO a pooo por el 

ion K' y cuando eatan saturadas se produoe la 1'9acoi6n1 la que ea 

inatant4nea. 

La ouitidad de iones )1 1 al reaccionar con loa iones de la rea.! 

'rll.J van diaainuYe~do, al circular la soluoi6n a trav~s de la columna. 

La soluc16n al viajar a travfe de la resina encuentra tre• 

diferentes 1:onaa1 

- Zona de Resina Usada. 

- Zona de Callbio. 

- Zona "Viriren". 

El *1"'1iente eaquema - Fiwra 1 - explica lna trea th:ioa de 

zona1 y el proceso efectuados 
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11'1.irura lo. 1 

~ ·' .. OAIC~1llC1dAJ 

04 l'f' ¿,.¡. 
(/\ 

~11 llnio1ll 
~ 
~ RE5i"'ll l'-"' oj.) c.· 
o "lllU>A 

1) .... 
~ 
~ lo NA ,... 
~ 

0111. <'11tta."o ~ 
~ 

t' 

Ru;.,¡¡ 
YillV"' 

Loe "Pri•eroe eluatoa contendran 11nioaaente ione1 K , -pero a 

medida que la zona de caabio ee acerque a lae dltiaae ca:paaf lae pri11erae 

trar.a• de ionee IP ealdrút de la columna. 

En la zona de caabio existe un nivel 8etacionario de concenti:! 

oionee. 

La ti.irura anterior ee una aprorlmaoi~n al Htado real, "PU•• el 

equilibrio nunca •e alcanma debido a que la oonoentraci6n Yaria oontinu.! 

aente al deacender la eoluoidn 1'or la coluana. 



Si oonllideraao• que la comuna esta dividid& en vario• H"'9•.!!. 

toe iaa,tinario• que ee pueden llamar plato• te6rico•J en cada uno de 

eetDll ee con•idera que la aoluoicSn llega al equili brin ºº" el inte.r-­

caabiador acSlido antes de que ee mueva al aill'Uiente plato. 

Kientraa eta anROetoa sean loa platos te6riooa -'8 detinidaa 

aercln laa aaparaoione•t loa factores que dete:rainan el ee:peaor del 

plato tecSrioo eon1 

- Taaaño de laa part!oulae del intercambiador. 

Pluio de la eoluci6n eluYente ( que eata en relacicSn a 

la nlooidad de intercaabio icSnioo Y J>Or conai~ente a 

loa tiJ>O• de dituai&i). 

- Re'1:Ularidad del empacado de la oolU11?1a. 

Para obtener un plato tecSrico de 1 - ') •J ae utilisa un 

~o de partíoulu del orden de 100 a 200 11allu, una velocidad de 

tlu io de l al 'DOr ca2 7 un eapaoado cuidadoso. 

El Talor del plato t~6rioo ae puede reducir de l .. ei11Ui•n--

t.. mane't'&ll1 d11ainuvendo el flu1o, eapleando una re~ina de11aeiado tina 

7 on~ dlti•o ( en oaao extreao) elevando la temperatura ( Ta que ello 

ele'f&rC la dit'uaicSn de la pelicula). 
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~ra obtener una "1'&n efioienoia en Cl'QlatoR'l'af!a de Inter~ 

a.abio I4nioo H utiliu. la •b:uiente oolu1111a1 Pi~ra 2 

11'1.g:ura 2 

%0•%.5 C'fll. 

·- -.. -- --. - ---

Dl'-ietro In-­
+-

m7rl"77.,¡ terno 20 - JO -

rdo 4 filtro 
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La col:UO,a consiste de una resina contenida en una bureta y 

eoportada sobre un ti ltro ~roso. 

El bulbo de la parte superior sirve parat almacenar la aolu­

cidn por analizar, tambi4n para recibir la resina, en caso de que ae 

tenga que retrolavar ( lavar en forma inversa) para eliminar burbujae 

de aire indeeeable•f ya que ai existe un gran nd11ero de ellas, la can­

tidad de platos tedric~s disminuir&. 

La resina .m!,!l~ debe secarse1 con este fin es instala el 

tubo aitdn o cuello de R8fl80 que evitar& que esto suceda. 

La instalacic5n del tubo depende del tamaño de la resina1 para 

datos pr4cticos si se utiliza una resina del orden de 100 a 200 mallas 

sobre una columna de 15 a 20 eme de altura, la tensic5n superfio~al 

provocada evi tar4 que la eolucidn "escurra" hasta secarse. 

2.9 Tipo• de An41is1a en Cromatografía de Interca.mbio Tc5n1.-

ºº• 

I.aa colull>'lall de intercambio i61'1i º" oe ut1 li zan An do!! dtfe-

- Ar.4liois por despl&zaci~l'ltQ. 
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i;:n 1on aniilioin pr,¡• dP.!'~lazami.,.r.te :::~. har.o 1iao::a1• unl\ soluoi6n 

que oonten~ ione• ! a travfs de una oo h111"a que oon'f:i AnA :1 MAS suetl 

tu:l'h1AI A, 

Los io""'ª B se abso~heríln tot.alaente al nrinotnto de la oo-

lum11a1 n"M •rna vnz sat11:-ada Asta, Jos ionAs B "DaHn ad8lante. 

En loa nrimeros etlu"'"tes sn Anoontra1"'n i·">"ªª A pern 1ma .. 

va11 alcanzada la satu"9oi~n, loe pri•eroe eluato1 di B sal~n de la 

oolumna, !A sim1i e., te P"l'tlfioa 3 •ueetra una ouna de elnoi~ nara el 

desnlazamie.,tn !e iones A pnr B. 

GrUica 3 

/ 

, 
I , 



SP nbt'lndr& la curva 1 •i la retenoi~"· ( afinidad ' de la 

ool,,::i'1& AB m4s KTande pnr lo• 1one11 B que por lo• ion•• J.. 

La altura o eleTao16n de oonoentraoidn depender' del «rado 

de af:inidad 1>0r la oolUIUlaf la pendiente 1111 mantendr« en 1111 •i••o va­

lor a tra.,... del de10111111n 1>0r la oolU811a de la eoluoidn. 

!l Arr&do de la l>8ndiente depender& del e•peeor de loe pla--­

to• tedriooe. 

Si la retenoidn ee llÚ grande 1>0r A lle obtiene la cuna 2 la 

cual ee ditu.a. 

En loa an'li•i11 por eluoi6n aol11111nte •• añade una 'PllQ.ueña 

cantidad de iones BJ loa que ae deaplazar"1 hacia la ealid&J haciendo 

'Dall&r a'8 aolucidn de iones J.. 

Para que e:rlata una buena aepar&oidn los ione• B de~r"1 re­

teneree a'8 fuerte que loa iones J.. 

Con ftflte ti no de an4lisis ae 'PUeden separar do• o tra tipos 

de ionee diferente•, n que, •1 po11een oooientee de d1etr1buoi6n di­

ferentHJ d111aenderin por la oolwana a diferentes velocidadee. 

La curva de oonoentraoidn oontra voluaen eluido ••d la •1-
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Gririoa 4 

la •oluoi6n u iones J. dm•upei'[a en •!lte ouo el lliuo papel 

que el di•ol'NJlte pum •n ln• otro• -'todo• oroutogrUiaoef por lo 

que •e puede decir que .. te tipo de wliai• .. perteotunte aplt­

ble a la teor!a de la eluoi~n Ol'Oll&togr«ifioa. 

2.10 C&raoter!aticam Principales de Re•in ... 

Laa prinoipalN oaraoter!•tioaa que ae debmn oonnoer u una 

!'9•ina interoaabiadora sena fisiooqufmioae ~ operativas. 

Caraoterf•tlca8 Pi•iooqu!llica.1 

- 'Hpo de !ntercuabiador. 
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Estructura polim6rica o naturaleza. química, 

- Porma física, 

Grupo 6 estructura fUncional. 

Capacidad de cambio. 

Tamaño de las parUculae. 

Tamaño del entrecruzamiento ( Malla formada), 

Orado de hinchamiento, 

- Contenido de humedad. 

- Solubilidad. 

Rango de trabajo de pH. 

Características de Operaci6n1 

- Temperatura mdxirna de operaci6n. 

- P'lujo est~ndar ae operaci6n. 

- Tipo y concentraci6n del reffenerante. 

- C1Uttidad y r~pidez de enjuague. 

En la sir.uiente Tabla ( No. 2 ) se reaumon l~o principal~s 

caractarística~ y Pe est~btecen las diferentes desifTlar.iones comercia­

leB. (ll) 
Debido a oufl 11ar1t ~l rlD!!arrollo del Tll'P~"nte trabajo "'" •tti­

li:::aron t~nica.mf!nte li~sir.ae :\mherlita (Rlfhm & llaas f'hiladolp'iia) la Ta­

bla ro, 3 se ref'ierl' a sus principales cnracteril'ticas, 
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2.11 Estructura ~uímica de Cianocobalnmina ( 12 ). 

La cianocobalamina se presenta como aeujas rojas o polvo cri,!! 

talino rojo, inodoro e ins1pidc. Aunque posee tres máximoe de abeorcidn 

eu cuantificación se realiea utilirando el mAximo de. abAorcidn a 361 nm, 

Pertenece a una serie de sustancias denominadas cobalaminae 

(13) : oianocobalamina, hidroxocobalamina, aquocobalamina, nitritocoba­

lamina, cobabamida ( coenzima B - 12). 

Todas ellas poseen cobalto en 611 molécula en una proporoidn 

aproximada del 4~. 

Lae cobalaminas derivan de una sustancia fundamental, la oo~ 

mida que consta de un ndcleo central llamado corrina ( se da el noab:re. 

de corrina al sistema anular macrocíclico de la cianocobalamina sin SU,! 

tituyentes perifóricoa). 

La corrina esta formada por 4 anillos pirr6licos con cadenas 

laterales amídicae unidos al cobalto¡ éste también se une a travée de 

una cadena de aminopropanol y fosfato a la D-ribosa. 

Para oue se llceue a formar la vitamina B - 12 , la cobamida 

se une al dimetilbenzimida2ol, como lo muestra la Firura No. 3. 

2.12 Accidn Farmacoloeica de la Cianooobalamina. 

Para entender mejor esta accidn, se deben considerar loa si­

:· 'f,iienh11 puntos tedricos1 

- Se le da el nombre de sistema hematopoi6tico al conjunto 

de drganos y tejido11 formadores de e'1ulae sanguíneas. 

Este sistema esta fof!DadO por1 m~dula osea (tejido mieloi­

de), gan~lioe linflticoe-bazo ( tejido linfoide} y eietema 

reticuloendotelial. 

i 
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A la fOl'll&cicSn de c4lula• aangu!neaa se le da el no•bre 

de Re111&topoieai•f 4ata ae divide en 1 

Eri tropoiaab 'fl'ormaci6n de 'ri trooi to•) 

Leuoopoieei• 'fl'onaacicSn de Leucocitos) 

Tro•booitopoieais ( Formac16n de Plaquetas) 

Con el tin de explicar detalladallente lo anterior ae 

presenta el cuadro-figura No. 4. 

La cantidad de eritrooitoa y de h011aglobina depende de 

un equilibrio entre su tol'llaci6n v su deatruocicSn. 

Los factores que regulan la eritropoieai• aon de tre• 

tipo•1 

A) E•tiaulante• Generales 

Ano xi a 
··:ri tropoiatina.- Gluoopro­

taina que 

Jl'aotore1 

aotda oo•o 
honaona, 
ouva funoi6• 
H Htimular 
la fol"llaoicSn 
da eritroci­
to•• 

Endroorinoa,- S.crecicSn ti--

rotdea adrano­
cortioal y lo• 
nndr6genoa. 

B) Factores de FoT'!llaoicSn de la Hemoglobina .- Prote!n&9 

y MineralH. 
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C) l'&otore9 de •duraci6n,- la presencia de Vi tllain& 

B 12 7 de •oido tdlioo 

producen una adecuada 

.. duracidn de loe eritro-

cito•. 

Se define An .. 1a, a la di1minuoi6n del n~ro de eritro­

cito• por u3 del voluaen gloliular ( hnatdcrito) o de 

la ooncentraoi6n de heaaglobina ~n la sangre. 

Existen tres tipos de anemias 

A) Maoroo!tica o Xegalobliatioa .- ProYOoada por la 

deti ciencia de vi t:! 

mina B 12 ~ •oido 

fdlioo. 

B) Hipoordaioa lfioroc!tioa,- Provocada por def:I oiencia 

de hierro. 

C) loaocftioa.- Provooada por la perdida y deetrucc16n 

de eangre ad-. pcr la detectoea 

for11acl6n 1an~fnea. 

la ..._1• 19micio1& e• la toma ... 0011\in de Upe Morocf­

tica o Mplobl .. tie&f pnr cau• de leaionee atr6ticaa de la auooea -

_.trtaa ( en la zona de c4lulae plptic&11) no •e forma el factor in­

trfneeoo 7 por tanto no 11e abecrbe ni 111 aproncha la vi ta.in& lt 12. 
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Bl taotor o prinoipio antian,.ioo •• 0011pone de1 

4) Paotor Extr!neeoo.- Vitamina B 12. 

JI) Paotor Intr!nseoo.- Gluooprote!na ( P.X. alrededor de 

70,000 ) pruente en el jugo ~trioo 

nor11al, No aparece en enfermos con 

anemia pernioioaa, (14) 

!4• dos taotorea se conjugan para dar el principio antian&--

En la anemia perniciosa la eritropoieai• est& desviada!•• 

tol'll&n aegaloblastoe que deepu's dan origen a megalooitoa ( ver Figura 

lo. 4), Eetos eritrocitos anormales son destru!doa de manera fácil y 

rápida por el sistema reticuloendotelial produciando un aumento de 

bilirrubina, 

!4• e:lntomu de la anemia perniciosa •ont raa.reoa, utenia, 

inapetencia, ialpttaoionas, disnea, palidez de la piel y auco•a•1 le-­

•lonee naZTio••• de tipo degenerativo que afectan loa nervio• periflrJ. 

ooe 7 sobre_sodo la m&dula upinal en lo• cordonee laterslee 7 dorealH 

dando origen a par'li•i•, pare•te•ias, hipotonia y j&rdida de la Hne,! 

bilidad. 

la presencia de Ti ta111ina 'B l '.? o oobalnmina produce una &de-
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lA 'l11"!>~n'!!1'5n ~n Aetudio tiAM l!!. si.cru tente f'o1"11ulaot.Sn1 

Cada 100 1111 cn11tienen1 

Suapensi6n Coloidal de Fosfato Tric&loico al 10 ( 

( Caloio 0.68 g y Fosfato 0.352 g l~ •l 

Vitamina B 12 Cianooobalaaina ) 

Vitamina n2 Ergocalciferol ) 

Veh!culo Acuoso Aromatizado c.b.p. 

1000 )AC 

6600 U.I. 

100 111 

El veh!oulo e1ta constitu!do pn! ( en cada 100 •l ) 1 

Colorante Ro.1o lfo. 2 

Vainillina 100 ~ • 

Aceite Esencial de Li1116n 

Aceite Esenoial de 1'aran.1a. 

Alcohol Et!lico 96 ~ 

Aci do S6rbi co • 

Carboxiaetiloelulosa. 

Sacarina S6dicn 

Vaselina Uquida • 

1.8 g 

1.8 •g 

• 11.466 •g 

l.6 11& 

6.8 •g 

o.6 111 

213.0 lllg 

760.0 llg 

31.0 llg 
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F:sta mevcla complf"ja provoca <'.uc ln ru:,penai6n nro'tilema nrere!!. 

ti' caradrr1sticn!.' <><·nechles, talefl como: vfrrodclnd d'.1 lPO - 220 cps, 

densidad l .Cl - 1.02 R!'ltas ciiracter1aticae pl'OVOnf\n r1rn !leil. cad im~ 

Fible 111. nercolaci6n directa de la mispen"idn a través de la resina y 

por con~iE"Uiente la reparaci6n de l~ cianonocohalamina. 

Durante el rlesarrollo del análisis se encontraron dos proble-­

mas diferentes que fueron los si¡ruientess 

Separaci6n de la Suepensi6n Prqblema. 

~liminaci6n de excipientes intcrferentes y elecci6n de la 

resina de intercambio i6nico. 

3.1 Separaci6n de la Soluci6n Problema. 

Se buec6 el medio adecuado para ''romper" la 011spensi6n problema 

Ja mejor tP.cnica para lor-rarlo filé a~rer:ando di~olventee orPánicos. 

Se probaron los siguientes disolventesr cloroformo, etrr, ace­

tona, acet~to de etilo y etanol ahaolutor el m!s eficiente fue etanol 

ab~oluto ya oue provocd la precipitaci6n total de los ar-entes ouenenro~ 

res pre11l!ntes en el vehkulo ( hirlroxido de calcio y carhoxínetilcclulc­

r.a) ;; Et< obtuvo unR solud6n r.onrenndante t:ontenier.c!o lR. tot;;l l rl~.r. de 

la~ nrincipic~ nctivo~ y los excini~ntes soluble~ 6 mi~<'ihlco. 
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En u.1 principio se intent.S Bflparar la vitamina D 12 de la 

auspenl!licSn problema basandose en el m~t•Jdo de Van - Melle ( 15) pero. 

debido a que la auspeneVin en eetudio prof'enta caracter!aticas hidl'c­

din4niicas - fisiooqufmicas eepecialee y a la dificultad personal par& 

encontrar Resina Amberli ta XE - 97 ( ee~n el m~todo do Van - Melle)J 

sc5lo se aprovecharon alP,"Unoe puntos prácticos do este m~todo y la gran 

ma,voría de las condiciones se variaron. 

Al agregnr etanol abooluto a la suspl'nsi~n ( en proporcic5n · 

de 1 11) y ai!'Jtar suavemente non una variÚa .. de vidrio; se va formando 

un precipitado blanq11eoino. 

Este orooipitado 'Parece ser el rem1Jtado do Ja deenat11ra.l1za 

oi.Sn de la carboximetUoeltuooa q11e "arl'Mtra'' al ftlsi'atri tri ofloioo y 

al hidrcSxido de calcio. 

Una vez separado el precipitado ( por simple decantaoicSn)¡ 

la soluoi6!lreeultnnte se tiltrc5 por gravedad a trav.§s de un papel 

filtro Whatmman No, 5 y se obtuvo un:t eolucicSn tran•ldoida de color 

ro~o pardizoJ a esta eolucic5n se le praoticcS un andlieis ~speotrofotn­

m4trico obteniendose la ,it'l'ái'ica No. 5. 
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Si comparamos la rr~fica anterior contra la eráfica espeotro­

fotom~trica resultante (Eráfic:a No. 6 ) de un;1 soluci6n esUndar de cia­

nocoilal''""ina ( a una concentrnci6n ele 10 ¡;.g/ ml ) le!da en lns mis~ao 

conclicior,es nue la anterior. f--:i obaervn que 11 las lonr.itudeu de onda por 

las cuales -:e puede identificar a ln cinnocolialamina, se encuentran tra_!! 

l.'l)'l!ldun y n.ur.:ontr"rlae; debido noF.iblemente a lo« otros excipientes c:olu--

bl'JS nresentcA oU•l pone•,n nlw.orbnnci;.,; sir.:ilnren o cercnnns a la vitami-

!'.I'!. 11 l "· 
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).~ EliMinacifin de excipientes int~rfor~ntee y eleooidn de_ 

la resina de intercambio lónico. 

r<:ntre loe excipientes que conetitu:ven el veh!culo J que en un 

momento pudiesen interferir en la val~raci~n de la cianocobalamina ee 

tienen los si~irntes1 



Va.ini llina 

o 
11 
l'..-H 

o 
. O-c.H3 

OH 

C.HJ H H 
" 1 I C=C-C-=C 
,,. 1 \ 

H H (OOH 

Aceite Esencial _de Lim6n 

Solubilid~d.- Soluble en alcohol, 

oloroformo, eter, soluoionee ul-­

oRlinae y en ~licerina, 

Abeorci6n Máxima a )08 nm 

P.!'.. ll?.122 

Soluble en alcohol y "'" Eter. 

Poco soluble en ~a. 

Abeoroi6n ~'xima a 254 ! 2 nm 

( on alcohol ieoprop!lico) 

Facil~snte soluble en alcohol, ~isoible en alcohol anhidro 

soluh1e en birrulfuro de carbono y en ácido ac6tico elaoial. 

Absoro16n !·!áxima 3l'i .:!: 3 nm. 

Fac;lmente soluble en alcohol, miscible en alcohol 'anhidro 

solubl<? or. bimilfilro de carbono y en ácido .aclitico gl11cinl. 

Aheorci 6n 1!á:dma 110 .:!. 3 nm. 



La 111ezcla de eetoe aceites .. enciales analizad& eapectrofot.2 

1116tricamente tiene una curva de abaorb•tnch en el rango de 260 a 400 

nm, Gráfica No. 7 (16). 

Gr11fioa No. 7 

~f Jt~ r):ff.'. ·-· -- ---
Utj~· ·~·.~~; 



Colorante Rojo t/o. 2 

HO 

Soa~11. 

Soluble en Ap;ua, poco 

soluble en Alcohol. 

Ab~orcidn ml1xi111a 522.5 nm 

Como se ol:lservará el colornnte rojo ?lo. 2 os el linico excipien 

te que rucliese interferir en el ranro de 560 nm ya oun pl'ePonta 1111 ~1~:d­

mo do absoroidn a 52:>.5 nm • 

La absorcidn m~idw~ ele l'ttr:;cterh:aoidn de la ciMocobalamina 

es 361 nm ; por lo ~ue , los posibles interferentee en este rango son 

los aceites esencialee de naranja y limdn que presentan un m4ximo de ab­

corci6n a 3l!j nm ( ver páp.-ina anterier que muestra la ccrva espeotrofoto­

m~trica desarrollatla por la mezcla de estos aceites y ~1 m~ximo obtenido), 

El primer excipiente ~u·e se trat6 de eliminar fuA el colorante 

rojo ?!o. 2 Jcuya solubilidad es casi id~ntica a la de la cianocobalamina, 

por fo que no se !llldo emplear un dif:.olvente extr;lctante J debido a ello 

ae recurri6 a un mtitodo fíF<foo r1A eep;o.raci611. 

r:on clicho fin se estudiaron cuatro tipos r:lifH.l'f'lrtes de Rer.inaa, 

~!'.ra tratar de ele¡:o:ir a la oue pur!.iese retnn~r ,.m G1.I t;,Lalic1nd al noloran-

t ... :r J"ermi ~ i 'l<Jf' el niir.o de l" cianoco1:>"1~.1ünn totnl r•n ~111: elur.tos. 



la.e cuatro RP.sinas estudiadas fueron1 

- Allberli ta IR - 160 

- .Amberlitll IRA - d02 

- Allberli ta ~e - 50 

- Alllberlita XD - 96 

Ani6nioa ácido fuerte) 

Ani6nica liase fuerte) 

Cati6nica ácido aé~il) 

Ani6nica o~•P. ª'bil) 
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(Estas resinas - sobre todo Amberlitae IllA 40~ y IR 160 

son aenoa costoaas que la a•berlit& XE - 07 y ee enouentran t~cilllente 

en el mercado :va que son utili~das en tratamientos de nguaa). 

Cada una de las ~asinas ee trabaj6 con cuatro tipoa de solu-

cionesc 

Soluc16n de Colorante Rojo AMC No. 2 ---t Soluoi6n A 

- Soluoi6n de Vitaaina B l~ ------ Soluci6n B 

- Soluc16n de Vitamina B 12 y Colorante -

llo.1o No. 2 ----.. Soluci6n C 

- Soluci6n Problema. Soluci6n D 

En todas es tas eoluoionc·s Bt> e11ple6 como disolventl:! una 

aezola de etanol1agua en proporción de 111 

Rl aip;uiente cuadro-fiP.Ura No, 5 ilustra la capacidad de ae­

parac16n de los cuatro tipos ;:e ~f'l•ina trnba,1ad.as1 



,-------..---------T-------....---r---·-------·· .. 
RE$í<JA AÑiorJi cA 11.E.&iNA CATiOllliCA 

50LIJCi0° N 

50LllCÍON 

.So1.uc.iÓt-J 

Re.si.i~ Ar.iio.ii cA 

Ac;t>O l'Ut:RTE ~ASE. F\JE.12TE Atil)O "DE.i!iL. 

R.E:Sir.iA ¡:¡,.i;o..iicA 

'BASE: INTE.12Nt:'DiA 

~ 
llcr/1!1<1E 

''"º~ J.0$ 
co""""'&"rlS s 

21 
o 

"' N 
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Como se obeervard la capacidad de separaoi6n difiere en los • 

cuatro tipos de reaina. 

l&a de tipo 'ºido, "tllnto d~bil como ruerte1 no retienen nin~ 

guno de los coa:ionentea de lu soluciones eluidas. 

En la resina Dáei ca tnt ermellia se real i 111& una l!IUY bueaa sepa­

raci6n de los co~ponentes; pero no existo una adecuada ~esolucidn ya 

que loa compuestos eetan englolmdos en una sola banda que no presenta 

definicidn alguna. 

En la re•ina ani6nica base fuerte ocurren dos fendmenos dif8-

rentP.s 1 el colorante ro.1o \MC No. 2 ea retenido en su totalidad, pero 

.!l2 ns! la cianooobalamina, la cual es eluída completamente. 

Parll comprobar el punto anterior 118 l'ealizaron varioa an'lisis 

. espectrofotomt1tricos 1 empleando como resina " separadora '' Amberli ta 

IR~ L!02 ( montada sobr" una columna de vidri ·:· eeme,iante a la que S8 

ilustra en la figura No. 2). 

En la grá'.fica ~'º• 8 S8 presenta la curva espeotl'ofotomi$trica 

denarrollada por una soluci6n de colorar.te rojo AMC No. 2; leída desde 

560 nm a 400 nm, empleando como disolvente una mezcla de ap;ua-etanol 

(111) y a una concentt'"tci6n similat' a la presento en la suspensidn: 

pero sin ;-asar poi· ln columna. 
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Gr4fica No. 8 

la gratica No. 9 ~uestra la curva eapectrofot0111&trioa desa~ 

· rrollada por 1011 elua.toa reaul tantr.e del paso de la aoluci6n de oolor&;!l 

tete rojo a trav~s de la columna de Amberlita IR~ - 402, 

'Mlfioa No. 9 



55 

Al anali~r las dos gr4ficae anteriores ae confinn que el 

colorante rojo .QIC ~lo, ? ea retenido totalmen•.e por la resi a .\zabf'rli-

ta IR.\ - 40~. 

En las gr4~icas No. 10 y 11 se ilustran las curvas espect~ofo 

torai§tricas ohtnnidas de una ~oluci6n ¡.at'.".'.11 ill cianocnb'l.lamila (1 m¡r~l' 
loe doa espeotrofotogl"amas estan ~~!dos di;i~r!'l 'j:'.r; n~ a 300 nm 

•:~~ 1' :-.n1:•io a,;r;.11.1-01;111:·)1 (11]) com·· .:li!:'•·,:•_.,,n+,-,, "ºn l!I :!".'1.\:1 di~er.anoia 

de qu~ ~n la ~r(fica No. lO'la solucidn de cianocobalamina n fua 

pasada por la coluran'l y la .zy:{fica ~~o. 11 rep:rP."l'?o La la "lir:m r:JoltJct6n 

pasada ¡;or la c.:>lurnn-i de \mb<:?rli ta IR\ 402, 

Gráfica No. 10 

.• 1 '1 • ] ']Ll~ .· -1-.{i ··_i:.¡' <: . . . ·v· -1 · .. ~-: .. ,: - .. · ~ )'.l • ¡. • ~ 1 -! . - ---! ~ -. ---~-·-·.-· --r-:- 1. :;·-:-:-·;-:-¡·~ 
-- ' . 1 ' ' ·i 1 - ; .. ' ' ''. ' l · 

.. -:.. .. : " - i : •. ~ .J. ¡ . : J .. ~;J. , 
----- ~ --- -- ·-·----LL . - -;-~_;_L_!_ :-+.·-' 
¡ - 1 - . . . . , : ' :-·-1 1 : : ' . ' 

- - ... ~· . ¡ . ! . 1 1 ¡ ~ • • ' j • 

_ •• 20. ' .' +.:. : 1 : • " : : -, ' ~ : f ~ 
• 1 ~ • • i 1 • i ! ' • f 1 ! ¡ ' 

• ' 1 1 1. 1 ' ' 

_ r 3'1., ·-·-t-:--· L~---+"'·-'-.. .-

~
' i ·: r· ¡ . . 

1 ! ' ! 1 • . ·----.. ----·----¡·- ·-·" 
1 1 ' 

l.~~ .. 1 ¡ 
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Con el fin de cumpN:mr oue la reaina seleccionada no retiene 

nada de oianooobalamina1 se procedid a realivar varios an'liFiB espeo~ 

trofotom6tricoe de Roluciones de cianocobalnmina. 

Lae lécturae eepeotrofotométricas se realizaron antes 1 ñee-­

pués de pasar por la colu~na nue conten1a la resina Renarndora ele,ida. 

Loe reoultadoc obtenidor. son loi: sipli entes' 

Abaorbancia de Sol. Patr6n de 

Vit. B 12 sin pasar por la 

colu'1l!la 

0.2126 

C·.2020 

o. 2('(10 

c.212C 

c.2000 

0.2000 

0.22CO 

0.2053 

Abeorbanr.ia de 3ol. Patr6n 

de Vit. :1 l:' p.u:aoa por la 

1. recobro columna 

9si.w1 (l. 2120 

99.ccd,' e .2000 

icc·.oo~ e .:?Ceo 
9CJ.C':( o.nno 

99.<'0% c.19f.0 
ico.cc~. o.2Coo 

99.09'.':: o.21fo 

:''.'·'.{'~ º • 21'·51 

~ Recobro o Recuper11cic1n 
!bsorh,mr·;" de sol. ratron "" Vit. Bl2 pneadR/col. 
Abscrh;:uida de col. patr6n 1\0 Vit. Dl? sin paoar 

~ Recuperaci6n Pro~edio • 

Con lo ariterior Be denmestra r.ue l::i. re(lir1a (lClE"c-donnda no rfl­

'tiene cianocob~·lnmina; yn que el «:' de rf'Mt>ro cnri 11s el 1 OC'''. 

LP.. c11rvP. '"l'ertrof0tom~trfo11 tle!larmllrirla c•n 1n crl'fic~ Ho. l:' 

pcr1.c·r,AC" r, mu. 1.1e:.<'la ele c.: .. lor11.ntr; rojo J!o. ? y dn.nor.obe.lar.it;., a oonc·e.n. 

't1··.cion111:. similore!:' 11 lnr ele ln r•1wp!'nr:16n ¡ii·oblnmb y coi·ridn dende ~re: n 

:: 'rturn de C .lC: n una lo11ritucl de or.1111 de 5:?2 nm y ln, cll1'\la de C''l!'"r.tPr:!­

-a('i~!'I rlp ln vit'íminn ti 1? n. .361 nrr tiené- 11n mtl.ximo de ().16. 
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'r.ráfi ca }To. 12 

La solución antoriar :f'ue p'!rcolada a trav&s do la. columna y -

la .irrái'ic'l No, 13 pr·~:ienta el an:Ulsls 9s¡1ecti•n:'otom~ti•iot> 1e sus itlua-

tris. 

Or4fioa ?fo, 13 

! .... 

-··º····· ·4-· - 1 . .. .• -~---·\.·--····· 1 .. 
lSOqltl 'f\)&'" 'i."t'itJI\, 1:.\J·nn S::'41r\lw\ 

J.tio1.; ltuo •• M.. ti"7 



Com¡.aranno las i<rltfioaa Moa, l' y l3 se d1stin;,;11en tro"' 

puntos importante•: 

la banda más am¡.ilia ha ~rrlido pi-onunciami•mto y t'l~J11plazcS 

su máximo de 'lbsorci~n de 522 n~ a í60 nm. 

la banda de caraoteri zaoi611 de vi t'lmin'l B 12 a l61 nrn ha 

disr.il nuj do su máximo de o, 16 a 0, 13. 

Con los doll puntos ant~J:'iot'ea 98 concluy'! que ol ool"r'l.!! 

te ro.io AMC No. 2 provoca un t::-aslape de curvas y un aW1ento de loa 

máximos de absoroicSn. 

F!n la m-áfica llo. 14 98 muestra al e"::JCCltrofnto;io:rlUlla obten.! 

do pnr la aoluci~I! n~ma, de:ipu.Sil de pasar por la columna y lei'da 

en las rnisrnas condicionen que lan 1intariorao, 
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Si la p:r~f'ic=1 'Interior S'! compara con lll ~itf'ica ?fo • .1 

se nota:ril cla¡-;¡mente que el colorante ro.io ha sido retenido por la re-

sina ;va que no ex!ete absorcic5n al~in!l ll 5:>2 nm. 

'll n 'lmba.rgo se ob::ierva un hecho importanter la curva de nbso_! 

cic5n a )ól l1l1l no "Presenta une resoluoi6n detinidaJ esto probablemente 

se deba a otro exr:ii ;ii.P.n t'l ::.iol1ü1lr.l ,s misci bl~ en la aoluci6n -problema 

que ~ata intarfiri"ndo y provocando la falta de deflnici6n • 

. Vfl 11H1 lct me::c1a de elloo p:-nvoua r¡ue la curva de car<icterizaci~n rle 

111 cianoc.~ b!t l !l/11 ¡ tlll ·~ V; J •11.1 !l'l llU1l-:!nte • 
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( La er&fka. No. 7 muestra la ourv11 eepactro:f'otonuHri 

ca desarrollada por la me~ola de estos doR aceites). 

Lo anterior reprGsent6 ot'l'O pur;t.; a :'"ISOlVer,O> Bea,enoontrar 

la forma de elimil1ar los aoei tos. 

Con dicho fin se b·Jso6 un disolvente org!tnioo ~11e "arrastrara" 

estos exciplentes on una sola extl'aocicSn y que tuvieae las uiguientes 

caraoterístioasr insoluble e inmisolble con la soluoi6n problema. 

Se :orobaron trae dife:!'entM dinolv11,1:.'ls1 eter anhidro, cloro-

formo y acetato de etilo. Todos ellos con las oaraoter!sticae anotadas 

arriba v con posibilidad do disolver ~loe aceites esencialec. · 

El m4a eficiente fuá eter anhtd~ :plR:J con una sola nxtracoi~n 

de 100 ml logr6 extraer a los aceites esenciales en una proporc16n muv 

RCeptable. 

La J<ráfioa No. 15 -re:presenta la ou~va G'IJ>()otrofotom.Strica 
... 

obtenida por la ooluoi6n problema despu4s dea ponerla en contacto con 

100 ml de etor anhidro en un embudo de aapa1•aci6n, soparado la ;i-.,roi6n 

eteraa y por ~ltimo perooladc por l& column~ de Antberlita IRA - 402. 
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GráfiCR lfo. 15 

.U comparar esta ~·Mica con laa ~Aflcaa 6, 10, 11 .v 13 (re! 

peotivam9nte) se observa claramente que preaentan una gr1n airnilitud1 

Las predicciones an~tadas nara establecer que e~cipientee 

estaban interfiriendo re~ultaron exactas. 

'3tl pudiarrm '? l.i m' •1at> esoe excipientes en fol"lla completa. 

La l?osina \mberli ta IRlt - 402 resul t~ aor Ja adoou'ida p·ua 

9feotu11r la aaoa1•11ci6n • 

.U qu9dar ,cd s1ncla h cianocoh'llnrnl nn se puede cunntlfl Cllr. 
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AP~RA'l'rlS 

Columna Cromato¡¡ráfica do vidrio con filtro poroso~de 30 om de al-

tura y 2 cr.t de diámetro¡ con diuoo perforado 6 filtro poroso. 

- Embudo de aeparaoiiSn de 250 ml. 

- RspeotrofotÓmetro Beokman. 

~berlita !!U - 402 ( De Rl5hm and Ha.u Philadelphia.) 

Solucidn de NaOH al 1 N. 

- Etanol absoluto B.A. 

- Eter anridrn 11,.\, 

')('JT'CT<W J'1()'fl!.!-:~1!1 . . 

'1nspan!:li.·~n co1ni.dal de "bedooeoal '', 
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TECWIC.\. 

Preparllci6n de la Column11. 

Pesar apro~imadamento 20 g de Resina Arnberlita IRA - d02 en un vaso 

de preoipi tadoe v adicionar suficiente a.~a destilada par11 suspendel:_ 

la. 

De iar reposar aprt)Jdmadamen te 8 hor.-i3 pa.ra lol!Tar el total "hinchll 

miento" de la resina. 

Colocar la suspensic5n de Amberli ta sobre la columna oromatográi'icR. 

Lavar la columna con agua destilada1 hnsta observar que los eluatos 

obtenidos no presenten turbidez. 

( Nota.- 'Elvi tar que la columna se seque, procurando ·1ue por lo 

:nencis exi.nta 0.5 cm da dfatancia entre el nivel de agua 

y la superfi cío da la resina.) 

\dicionar NaOH al l n a la columna v dejar reposar por espacio d~ 

l/.? h">r11. 

'lna V'!\': tr1.nscurrido P.se tie11po; realizar s11fl cientes lavados c•>n 

a11;1111 deAti lndn ·h'\sta logr•u• :¡ue los Rluattls t'3n~n uri pR de 7. 

Tl)<;"!'lldo el n•.111 tri ,,,r¡ ~'!l:·l •,r, la co 111mnll ns tar~ acti nda pnrn efectu.1.r 



- el Intercambio I6nico. 

'ROMPIMIF.1-'m DE LA SllSP8NSTml y SEPA.'? '.CTON m: L,\ s0mcrm.r -

'PROBT.E~!A. 

64 

- Medir con pipeta voltun9trioa 100 ml de la auapensi~n problema y re­

cibir en un vaso de preoipi tadoe de .,50 ml. 

~dioinnar lM ml. de etanol almol11to "l.A.. y a~i tar suavemente oon -

una varilla de vidrio, hasta l<'l,'r.lr un precipitado ohicloao blanque­

cino, 

Filtrar la noluci .'i11 B<>brenadante a tr'lv!Ss de un filtro \lhatllan -

No, 'i; pri.aro t>Or grav'9dad y del'lpu.Se p,.,r vacío haata logr~r una -

eoluci6n ro.1iza orietalina. 

E~ACCIOW DE \CF:TTF:S r.:si;;Ncr \:.ES 

Colnoor 111 soluci.'in rt).lt za e'l un embudo de eeparaci6n de ?50 rnl. 

·\dicionar 100 ml de etor anhidro '!f 11.ql. hr vi.~rosamente. 



- Filtrar lA r.ol1loi6n ro~h11 obtenida por papel filtro Whatm11n iro, 

5, para loerar una Bolucidn tra1111parente, ( Sin turbidez que pu­

diese provooar una lectura cepectrofotom~tricn errdnea.) 

ELt!ClON DE LA SOLUCIO~I PROBLEMA 

- Percolar la solucidn roji:l:a problema a través de la columna cro­

matoeráfica, controlMcl.o el flujo de salida a razdn de l ml por 

minuto. 

- Recibir loe eluatoe en un matraz erlenmeyer. 

ANALJSIS ESPRCTROFOTOME'l'RICO 

- Obtener el mhimo de absorci6n de la BOlucidn problema. a 361. nm¡ 

compararlo contra el máximo de abso:rci6n obtenido por una solu~ 

cí6n patr6n ce ci~nocobalamina ( previamente pasada por la oo~­

lumna) de concentmcidn 10 pg/ml • 

(Utilb.ar como blanC\O una 'lOluddn de etanol-agua en proporcidn 

de 1:1), 
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< 
CALCtlLOS i 

) 

Determinar la conoentracidn ele vitamina B 12 en 1 a llOluci.Sn 

pK•blema de acuerdo a la aie;uiente f61'1!1Ulat 

Dende1 

.& p ---:r Cs • Cp 
A e 

A p .. Absorbancia del problema a 361 nm. 

A e = Abeorh'lncia de ln ..:olucitSn Patr6n de Cian•-

cobalamina despuó~ de paear por la columna. 

C s .. Concanh"<ci6n standar. 

C :r " Concentl'a.cidn de vitamina B 12 en la eolu­

ci4n problema. 

4.0 RESULTADOS 

En lll tnhln. ~:o. 4 i-e enlietan loa resultados obtenidon 



67 

TA'BLA No. ti 

Absorbl\ncia de Soluoi~n Absorbancia del Conoentraoi6n del Problema 
Pa.tr6n de B 12 pssado - Problema 
por la Colutana 

0.220 o.1q55 8.886 ¡.i.g/ml • 888.6 ~/lOOml 

0.202 0.1860 Q.207 )JR/ml " 920. 7 )ll!/10091 

0.212 o.1q40 9.150 ~/ml .. CJl5.o p/lOORl 

0.200 0.1859 Q.?.<)5 ,ug/rnl " 929.5 ~/lOOml 

0.200 O.lQOO 9.500 ,µg/ml .. 950.0 ~/lOOml 

0.215 Cl.1800 8. 744 µ/rd • 874.4 )18/lOOll 

0.210 0.1Q80 Q.428 ,u.g/ml • 942.8 ¡l'IS/lOO!ll 

o.1q5 o.17qo Q.l?Q,µg/111 = 917.9 _pg/lOO!ll 

0.220 0.1890 8.590 ,1-113/ml .. 85q.o _;g/lOQnl 

0.200 0.1Q20 9.600 ~/ml • '160.0 l'g/100.1 

0.205 0.1850 9.024 ,µ.~/ml " 902.4 l'g/10<641 

0.1'15 0.1780 9.128,u.g/1111 .. 912.8 ~/lOOnl 

0.210 o.1aq0 9,000 _Pg/ml .. 900.0 fl/lOOrnl 

0.1Q6 0.1150 R.CJ?P. ;i.-r/ml ,, RQ2.8 ,µg/10<)]al 

0.19? 0.1620 8.437 )'~/ml ,., 8'13. 7 _,µ.~/1001111 

0.1Q8 0.1900 9.595 jJ-g/ml "' 959,5 _,ug/lOClml 

0.205 0.1850 Q.021 ¡«.'r/1111 .. 902.4 _µg/1(\l)Dl 

0.210 0.1870 A.904 ¡18/ml "' 890.4 ,.t«R/l<nnl 

o.21B O.!Q'JO 9, L'8 _;.tdrnl " íll''.íl ¡l.("./l0"ml 

0.101 n.1.rro o .1 ?O ,JJ.11;/m 1 = n 17. '2L:_o;/1n1m 1 
-- ---------·-
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4.1 ANALISIS ESTl.DISTICO DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS. 
\ 

/ 

i .. 909.60 ,11-e/ 100 ml 

s • 30.60 

Sil • 6.96 

3.40 '/. 
.; 

c.v •• 

LC 95~• + 14.71 .. ( 894.e.4 - 924.32) 

LC 99 f..• + 20.13 .. ( 889.47 - 929.73) 

Al realizar la Prueba Q , tres datos reaul t aron eliminado e { l!43. 7 ,-

859.0 y 874.4 JJ-g/100 ml ). Por lo tanto el anf.lisie estadístico queda-.;. 

ría r (17) y (18) , 

i . 918 .50 _p.g/ 100 ml 

s • 22.91 

C.V.• 2.A9 <f. 

LC 95 % • 91E· .5 + 12 .14 " ( 906 .35 - 9 30 .64 ) 

LC 99%• 918.5 
+ 16.72 .. ( 901.7fl - 935.22 ) 
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5.0 CONCLUSIONES 
•=••••••ar.•• 

Comparando los vr.lores estad!eticos se observd que en el pri­

mer Milisis se obtuvo una desviaoidn estnndar alta. 

Su valor disminuya notablemente en el sepundo análieis, al 

el iniinar los va.lores marcados por la Prueba Q, 

El decremento de la. desviaoidn estandar en nl se¡;undo an~ 

lisie provocd tambi6nJtlll'tto la die~inuoiGn del coeficiente 

de variaoi6n as! como el aumento de los valores en los l:l-

mites de oonfian~.a. 

Con lo anterior se concluyes 

Se obtuvo una buena Ucnioa de cuantificacidn de la Cianocobala­

mina. Esta tficnica puede 118€ar a ser bastante confiable y rep~ 

ducible si se afinan pequeños detalles en la extraéci6n de la -­

Cifl!looobalamina ( tales como: una mayor agitacidn con la varilla, 

un mejor lavado del precipitado, ~to,) 

Se r~tlujo el· tiempo de análisis, si ne compara contra el utili~ado 

por los ensayos miorobioldricosJ ya que estos emplean un tiempo 

mayor hnto en l"- pr~T'~:rn!'.icSn riel e.ouipo n.s! como en la obtfmoidn 

rle rerniltaC.oa. AunqlH· la ''enecifioiclnd er. mucho m~.yor en loo en-

aayofl microbiol6;,icos, e!:ltn téc:nicn. F·P p111:0~.e- tener CC\!:10 t~cnica 

:i.ltern11 y/d compnrAtiva rle aC)uellun. 
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Con el empleo de la Resina Amberlita IRA - 402 ee reduce el costo, 

comparandolo con el ueo de Amberlita XE - 97. 

Adem4s la misma resina ( ya montada en la columna) ee puede usar -·--haeta en cinco determinacionee1 por lo que tambi6n se abate el costo 

en relaci6n al material que ee tendrla que ocupar para cinco ensayos 

microbiol6gicos. 

~r otra parte eeta resina se puede adquirir fácilmente1 ya que e1 

oonún encontrarla en cualquier indi:tetria que opere aparatos deemine-

ralizadoree de agua. 

La economla que ofrece esta t6cliica e1 considerable puee se pueden 

reali~r varias determinaciones en un solo dla. 
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