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INTRODUCC ION

La-vitamina 2 - 12 { Cianocobalaning) se ha convertido an un
producto indisnensable en l: nutricién humana a vmartir de que, en 1548
se desoubridé que actda como fretor vrincirzl para evitar la anemia per

nicioega,.

liebido a ello es my comin encuntrarla tanto en proyectos nu
tricionales, aci como en treatamientos médicos nreventivos y correcti—
vos. Por consifnicnte existe una.rran variedad de nroductor oue contie
nen en mu formlacién esta vitumina: ya sea como dnico-principio active
o en combinacibén con otras vitaminag, con otrom principios activos y/6

con protefnas y minerales,

¥n peneral, los andlisis oufmicos de arusllas prsparaciones
farmacéuticas cue contienen Cianocobal-mina como Unicoe principio activo
no son problemiticos; nero como un gran gorcentaje de medioamenton exie
tentes son mezclar complejias de varias vitaminas y otrce principios ac-
tivor, el andlirim de estos procuctos es mér complicndot ruen ne requig
ret Técnicae analiticas mir mofisticadas, m-yor tiemwo y robre todo una

atencidr especial o la verificacién de los rerultndor obtenidonm,

™ el prr-ante trabajo se nrorone una técnick para cuantifie.
czy la vitemina B=17 en upa mercla compleia de vitamiras y ercinientess
emrlecando vara elio: Cromatografin de Irtercambio Iénico cumo método de

geparacidn,

i el pro neto - otudiade e intentd cuanterr la cirnocobula=-

winn por métudis microbiolSricosy, rero todos fracasnron, pues: la baja
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oonoentracién ds vitamina B.12, la pressncia de otras vitaminas y los
exoipiantes emvleadoa impidisron la detemminacién satisfactoria de la
vitamina.

Con 1a implementacién de este méiodo analftico se pretende
ohtsner una téonioa mediante la cusl ss reduzos el tiempo de andlisia,

sea de bajo costo ¥ ouyos resultados sean reproducibles b 4 oonfiablem.



GENERALIDADES

2.1 Métodos de An4lisis de vitamina B-12,

Una gran variedad de métodos se han desarrollado para la de~~
terminacién de Clanocobalaminaj; todos ellos bmsados en las caracterfati
oss tantn fismicooufmicas como bioqufmicas que posee la vitamina,

A continuacidn e érn uvi e¢mnuema genecal de loz nétodos 6% few
tentes: (1)

2.2 Nétodos Oufmicos y FPisicoquimicos.

2,2.1 Anflisis Bspeotmfotonétrioco Visidble.

2.2.2 Determinacisn Espeotroscévioa por Absorcién Atémica,

"2.2.3 Detarminacién Colorimétrica con l-nitroso-2 naftol sul

fonato disédico.

2.2.4 Anflisie vor Trazas Radicaotivas

2,2.5 Detorminacién por Titulaocién Radiométrioca Quelante,

2,2.6 Nétodo de Distrimoién & Contracorriente,

2.2.7 Determinacién por Cromatograffa en Fapel,

2.2.8 Determinacién por Cromatograffa en Capa Pina,

2.3 Métodos Biol8aigos.
2.3.1 Nétodos NMiorobioldcicos,
2.3.1.1 Anflisis oon laoteabacillus leichmanni,

2.3.1,2 Determinaocién con lactobacillus lactis., Dorner,

2.3.1.3 Deaterminacién ocon Ochromonas mallamensis,

2.3.1:4 Determinacién ocon Euzlena gracilis.
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Todos ellos varian en complejidad, tiempo y coeto de andlisis,

Los métodos bioléglcos requieren més tiempo de andlisis y son
nés costosos] pero una vez estandarizado el método, avortan datos muy -
izpo: tantes sobre la concentracién activa de la vitamina B-12, '

Los métodos fisicoqufmicos son ficiles de desarrollar, muy Te
prorucibles § pero no avortan la informacién biolSgioa necesaria de la_
vitamina B-12, la mayorfa de sllos se basan en la canacidad de absor—
cién de luz que posee la vitamina B-12,

las soluciones acuosas de cianooobalamina presentan 1los 8ieee

guientes mfximos de absoroién: (2)

AeoBow (1 m), 2} . oms
1-361“(:111.)' Ei%c- - 207
1- 548 nm (X e ) ) Ei%a = 63

Por el kuelo fe porcer tyes miwi-~se de nomorcidn  es absolutae-
mente indisvensable la separacién previa de la vitamina B-12 de comple-~
Jos vitamfnicos & de i)remmcionen polivitaminicas;ya que otras vita——
minas y exoipientes emnleados en su prevaracién absorben Inz en longitu
des similares a las anotadas anteriomente, '

Dehido a que la suspensién problema tratada en el pmsenh —
trabaio es una mezola ce ‘lna vitamirng { 3-10 v D—? Y oeon veriod oveiem
cieites, ef pecesarie le sereracién de la vitaring T,’-'l.,‘z.'d:'!.'. “lyor,’ ‘dév*.ta.s’

[adel 3 PR TN



Las técnicas de sepnraciér cue exirsten entan dividida#" en

tres srandes grupoet

2.4 Nétodos de Senaracifn de Xevclas. (3)

2.4.1 Procedimientos Mecfnicos: *iltracién, Decantacién,

Centrifuaci8n, Pulveriza-

eiér, 7anizado,

2.4.2 Frocedimientos Fisicoguimicos: Separacién por diluoién,

Crictaliracién, Destilaw
eciln fraccionada, Arras-
tre de vapor, Extraccién
simple, Fxtraccidn militj
ple, Cromatopraffa, Fleg
troforesis,

2.4.3 Procedimientos Cufmicos: Peacciores Cufuicas Selectivas.

Como la suspencidén problema precenta caracterf{sticas hidrodi-
némican especiales la técnica propuesta mis adelante em una conjurcién
de los nrocedimientor de ueparacién mecinicos y fisicus.

Debido a que la Tromatorrafia es el método més utili?ado para
senerar cantidades de muarira wuy pecueiing; so elipié como téenica do

seraracién, nues la cantidad do vitamina 3=17? presente en la cuspensidn

problema, ¢2t8 en el ordan de microgramos,



2,5 Cromntograffa.

Ia Crosatograffa se define (4) como " el método f{sicoquimioo
de separacién en el que los componsntes a separer se distribuven entre
dos fames, una da las cuales constituye una fass estacionaria y la otre
es un fluido que pasa a través § a 1o largo de la fase sstacionaria®,

1a separacifn se basa sn el reparto de los componentes entre
dos fases § en las diferentes velooidades con que se mueven los componen
tes a través de un medio poroso al ser arrastradas por un disclvente en
movimiento; existen tres procedimiontos principales para lograr esta se-

paracifng

i 2.5.1 Proceso de Reparto Nfltiple.
2.5.2 Proceso Continuo de Adsoroién.

2.5.3 Proceso dea Intercaabio ISnico.

2.5.1 Proceso de Reparto Miltiple,

1a separscién de una mescla de sustancise se basa en el reparto
que se efsctfia entre la fuse mévil {eluvente) v 1a fase estacionaria;
eeta fase os sicapre un 1lfquido, mientras que la fase mévil puede ser un
1fquido ( Crrmatograffa 1fquido/1fquido ), o un gas ( Cromatogrerfa
saa/1fquido ).
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las sustancias por separar estdén en presencia de los dimolven-~

tes ( el sluyente y la fase estacionaria ) inmiscibles o pooo mimoibles.
Cuando una sustancia x se disuelve en dos disolventes y y £

se disolverd entre ambos de tal manera gque cumpla la siguisnte relacién:

(5)

Conoentracién de x en y

- » Coefioienta ds Reparto
Concentraocién de x en &

Ia ft8rmula anterior sa conoce como Leyv de Distribuoién de

Bornat o ley de Reparto.

2.5.2 Proceso Continuo de Adsorcidn,

Ia Adsoroldn es la retenciln de una especie guimica por
parte deo los "puntos aertivoa" de la supsrficie de un aflido; astos pun—e
toa activos son fuerzas moleculares en la superficie de un s8lido que
ae encusntran en eatads de insaturaciéng pues las molésulas o ionaes no
tienan satiafechas todas las fuersas de unibn oon atras partfculas, por
10 que atraaen hacia sf, reteniendolas an su superficie, a las moléoulas

de los gn=en 0 da nivas mi~tancias ~ue se ponen an contacte con ollas,

la separacién sm realiza por las diferencias de ocosportamien-
to en la adsoroién de las sustanoias a separar, la sustanoia atrafda
haola la superficie se llama fase adsorblda; y la que ne adhinre es el
adsorbents; segin la fase mévil exists oromatograffa de adsorcisn 1foeui-

do/a6lido v que/sélido.



Ja simuiente Tabla No. 1 enmarca los métodos existentesy

CROMATOGRAPFRT A

Cromatograffa de Gas Cromatografia Liquida
Gas/Liquido Gas/3611do Tntercambio Bxclusién
: Iénico :
Cromatnzraf{a Msorcién
de J4q. /301,
Partiolén

Cromatosrafia Capa Fina
de
Papel



2¢5.1 Proceso de Intercambio Iénioo.

Se la llams "cambio idnico™ a la reaccién de cambio antre dos
famoes no misoibles que puede efectuarse entre oisertos compuestos q611do'
v una soluoién iénica cenoralmente acunsa § como el intarcambio reversi-

ble de iones de signos iguales entre una solucidn v un sdlido insnludle.

Con.dos jones diferentes X v 2Z' ge tiene;

Z'disuslto + X3611d0 ewa-~-mamame X disuelto o 2 a81ido(6)

Esta reaccidn da nnr resnltado la sustitveifn de un 14n en sow:
Tweién por otro introducido en un sSlidoy al que se llama cambiador; éste’
@8 una red macromolecular mineral u orgénica que aotda comn wn gren dom -
ivsoluble portador de carqes eléctricas que retisne a su alrededor, por
winple atrecciln electrostdtion, las carams de signo ocontrario; estes
oarxas son los ionesméviles o oontraiones susceptibles de cambio v caps-

oes de pasar a la disolucién.

El cambiador puede ur'do tres tipos de material; Resina, Gel
¥y Cblulosa de intercamdio I8nioco.

la diferencis entre los tres se debe a la naturalesa de lre

gTupos oambdiadores v principalaente a la microestructura.

las Resings son generalments esferas sélidas transparentes, de
didnetros que oscilan entre 0.5 a 1.5 mmy v son elaborados por la témi-
oa de polimerisacién al mezclar estireno y divinilbenoeno 8 por la de e

telioondansacién empleando fenol v formaldehido.
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Los Gelem mon partfoulas ssféricas, con una estruotura tridi-
wensional de redes de dextranc mfs o menos uniforme; se fabriocan intro—
duociendo un grupo canbiador apropiado en el senc de un gel ( como por

e jemplo Sephadex).

Ias Celulosas de intercambio idnfco son derivados de polisa—
ofridos fidbrosos,

2.6 Resinas de Interocambio I&nioco.

Como va me anots anteriormente las resinas son macromoléculas
del tipo de polfmeros tridimensionales (entrecruzados) que contienen
grupes ionirables; mon polielectrélitos insolubles que consisten en una
parts compleja no difusible con grupos polares y de un ion simple Aifusi
ble o ion intercambiador; este ion intercambimdor estd unido & los gru—-
pos polares por snlaces electrovalentes o ocvalenoia, constituvendo los

grupos activos.

las resinas que se elaboran por condensacién se forman por la
mezcla de fenol v formaldehido empleando catalizadnres Wsicos, tempera-

tures elevadas y una relacién adecuada de fenol/forsaldehido.

Primero se sfectfan reacoiones de adicién que crean los grupes

funcionales en las moléoulas del mondmero, después se forman moléculas



11

bi v trifuncionales necesarias vara la volimerizacifin; desrués estos
grupos reaccionan antre sf ¥ en este ounto existe eliminaoién revetida

de moléculas sencilias de HPO y de NH3 ¢ando origen al polfmero.

En la polimerixzacién vor adiocién se utiliza diﬂnilboncono v
eatireno empleando verdxido de benzsoilo como oatalisador. El estirenn
se Drepara por la condensacién del stilnnn con al benceno v despuéa de

una deshidrocenacién se forama la moléoula;

H (Hz.-t"s
+ CH:, — CHZ-————O

600°C CAT

(H=CHa
+
Ha
la molécula de estirsno formada es un producto termovnldstico
solubla an numarnsos disolwventss nrafnicosy ss puede polimerisar por
exposicidn a la luz, al aire vy al oalentamiants nroloncado.
Este volfmaro s linaal mr ln qua as nacesario agraqar un
acents reticulanta con 1o que se ohtiane uma molécula tridimensionaly

oon dicho fin se utiliza a1 divinilhenosno.
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Al mezolar estireno v divinilbenceno gcon un astabdilizador
aleonnl volivintlico) v un oatalizador { perSxido de benzoilo) se for
ma un copol{meroc en forma de masa cristalina v{trea, transparente, ter-
movnléstioa ¥ con dos oaraterfsticas orimordiales: insolnble v ademés

"hinchable” con muchos disolventes.

Para inteerar al covolfmero el arupe ibnico me conocen tras
nétodoas por incorporacidn a la moléoula del monSmero antes del vrooeso
de nolimerisacién, vor incorporacién durants al nrocesn vy var £1iacidn

a la sstructura del wolfmero va formado.

Una resina o interommbiador c¢atidnico se forma al tratar las
esfaras con £cido sulfirico, de tal manera que ss introducen gruvos
sulfénicos, {7)

El intercambiador o resina anidénica se producs al agsregar
ater cloromet{lioo v wosteriorments una amina terciaria { 1l:or e jemplo
trinetilamina) para introducir srivas amino cuaternarios,

la representacién clésica de los dos tipos de resina es la

siquiente;

Resina deo Intercambio Catiénico Resina de Intercambio Aniénico

~CH-CHL ~CH—-CHoL— ~CH-CH2 ~CH —CH2 —
6 . f
. oe 503 H @ @\LN; »(cu.w)
503 K «CH-CHL <

-CH- “CHZ~
N(cus)J oH”
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En la resina de intercambio catiénico los iones hidrémeno
(H+) son los dnicos que se pueden intercambiar. Ia reaccién entre esta

resina ¥ una solucién que contanga sodio serfas

R-B" + W' T/ r-m' i

En la resina de intercambic aniénico los iones hidroxilo (OH™)

son los que puedsn intercambiar.

R-0E" + CI° «_—_—__* R-C" + OH

Deade ol punto de vista préotico las fomas iéricas mas emplea
das sons en las resinas catiénicas 1a &cida (E') y 1a s8dica (Wa') y en

las resinas aniénioas el ion clorurc (C17) o el hidroxilo (OH ).

Se puede corvertir una resina de la forma sbdica a la forma
doida { y vicoversa) dirigiendo el equilibrin de la weaccidn en la
direccién deseada: empleando wara elle un wran axceso de solucién con--

centrada que contensa el ion anrouviado nara dicho fin.

Los requisitns bEsicos que deba nosesr una resina para que

"traba je" con la mixima ofiociencia son:

A,~ Debe ser completamenta iraninhie en asua, alcohnl, glie
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col u otras disolventns; esta insolubilidad la confiere los enlaces en-

trecuzados que forman nolfmeroa tridimensionales.,

B.= Dabe permitir la difusién de los iones a través de su es=
tructura a una velocidad finita y dtil; vor lo que tiene que ser sufi«-

oiantensnte hidrof{lica.

En un intercambic i8nico suceden dos tinos diferentes de di--

fusién; en nelfoula y en rel,

La difusién en pelfoula es 1la primera etapa del intercambio
iénico v asta on ralacidn dirscta a la ravidez del desplazamiento de la
golucién v al tipo de montaie de la coiumna intercambiadoray se lleva a
efacto en una .velfcula inndvil que ss forma alrededor de cualquier gra-
no de resina, el esnesor de esta nelfoula ( llamado "e" ) es del orden

de 10 a 100 micrones.

la difusién an el eel donends do la naturaleza del pnlfmerc

entrac™zado v dal niimero do mallas en la red.

Este nimero esta en ralacién dirscta con al € de raticulacién
{cantidad do divinilhencano) v la vaerla es que a mayor pronnreidn de
divinilbenceno més comnucta serd la red y menor serd su erado de hincha
miento. A un alt~ erado de reticulacidn ?a tesina retiene més iones por
ninidad de volumen, nrero los iones se difunden mds lentamente v 103 i0—
nes muv rrandes nueden sar incansaces de MRnatrar;

. (4]
Los i0nes de radio sunerinsr a 44 no nuaden penatrar en ura
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resina oon un 24 % da divinilhenceno.

la mavorfa de las aslioaciones analftiocas utilizan reainas

con un norocentals de divintl1hencans dal orden del 8 4,

C.~ Is resina debe noseer un nimero suficisnte de grunas de
intercambios activos accesibles qua ofrezcan la mdxima capacidad de in=
torcambio, Bsta cavacidad se puede definir como el ndmero de grupos ao-
tivos vor unidad de volumen do la resina hinchada.

Una resina intercambiadora de catinnes dal tino de volie
estireno sulfonado con un oruzamiento de 8 4 de divinilhanceno ratiena

cares de ? meq de ionas nor ml de volumen hrutn de 1a columna.

Un intercambiador aniénico formado vor una bases fuserte
de poliesiireno con un cruzamiento de snlaces del orden de 8 % retiene

un noco ués de 1 meq vor ml de volumen hruto,

2.7 Teorfa del Cambio Iénica,

1a teorfa del cambis i8nieco an muy ocompledia, va qme axis-
ten un gran nimero de factores que interviénen en 41,

Sin embarzo para un mejor entendimiento se acostumbran re
lacionar los fendmenos efecctuadrs en las resinas con lcs que ocurren en

las soluciones y los coloides,
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Para expliocar el fenfmeno del intercambio iSnico se han for--

mulado tres teorfas: (8)

2.T.1 Teorfa de la red cristalina.- Mediante esta teorfa se
considera & los constituyentes de la red oristalina de la resina oomo
janes v no oomn noléonlas. Cada ion de! coristal estd rodeads vor un nd-
mero fijo de iones de ocarsa opuesta {determinado por al ndmero de coore
dinaciSa dal i&n) v esta sujetn a fuerzas de atraccidn { que dependen

de las carzas relativas de los iones y la distancia de los mimmos).

Al colooar este idn en un medio que contenga una conge=
tante diel&ctrica elevada ( como el azua) las fuerzas de atraccidn que
unen el ion al coristal disminuvan de tal forma que se puede efectuar un
intercanbio de eate ion nor otro o la reaccidn con otro ion. los faoto.-

res que influyan para que un ion nueda ser reemnlazado por otro song

a) la naturaleza do las fuerzas que unen al ién al oris

~tal.
b) la concentracién del ién que se intercambia.
¢) la carem del 18n que se sntorcambia,
d4) Bl tamafio de los iones,

e) F1 arecte de solubilidad,

30 conildera gque esta intercambio de iones de la red
cristalina ¥ ionss da una 80 ucidn electroiftica es muy =imilar al inter

cambio de fones en noluciones elactrolfticas,
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2,7.7 Teorfa do la doble cana eldctrica.- Bota tsorfa as la
ménos gocorrida ya que proonne que los fandmenos del intercambio iénico
son idénticos a loa fenfmencs elactrocindticos d= los colnides, Se sum
ns que el intarcambio i4nico se rroduce sclamente en una doble capa que

rodea las partfeulas de resina,

2.7.3 Teorfa de 1a Membrana de Donnan.- Esta teorfa es la que
explica en una forma mis detallada el fendmenc del intercambio i8nicoy
en ella se aimula el cambio i8nico como una memhrana semipermeable en
la que de un lado Be encuentra un electrélitos; uno de los iones de este
alaotroli to a3 incavaz de difundirse a través do la membrana. Aunqﬁeﬂ
orécticamente no existe 4sta, se connidera com: una membrana 18 inter—.
fase entre las fases s8lida y 1fguida y la micela coloidal a la cual

estd unido el 18n intercambiador o5 el ion difusidble.

%1 intercambio iénico es esencialmenie un nraoceso reveraible

rezido nor la Tey do Acciédn de Masas,

El cambio ifnico de dos cationas A% v B ontrn una solucién

v una resina se reuraaania ds la sizuisnta manaves

AR + 9 (solnetén) e—  —° '™ 4 &' (molucifn)

en donde @ es 1a TAsinag v @l equilibrio so cucde desvlazar on ecnalqiter

direccifn madiante la adicién de un nrecerso de cualquier catién,
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Debido primordialmentec a la reversibilidad de la r+accién se
aplica la lev de mocidn do masas nara ex:zlicar el aquilibrin dal irntaer

cambion t&rica,

] (4
(1 [

¥ es:la cbnﬁt&nte de equilibrio v solo denende de la tempe—
ratura.

A ¥ B represantan a 103 iones en fase resina.

Los corchetes raorssentan las actividadss termodindmicas ds

1zs iores.

Nebido & que no axists un métods satisfactorio para medir
lco coeficientes de actividad en la resina v las coneentraciones tota-
les de cationes on ambas fasos son haiag, 92 rcaliza la sust{itnei’dn de

las actividades nor las concentracionss, quedando:

(8) * (AD
- &' K6 S(K'
(XY . (8h

)a

Kec 8o lo llama coeficiente do selectividad de la resina &

cosiants da snailinein, (9)
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Yo es orapnlamznte una constante va que cambia con la relacisn

[ﬁ]/ U] ¢ siendo asta varincidr mfs marcada vara cationns diva-
lentan gue se intercambian con ionos hidrérenoy solaments en el caso
partioular de cambic d3 ionags monovalantss su valor nidmarico es i~ual

al de faoctor de separacidn.

Este factor 2a m&s variable cuanto mavor as o) irvadn de ro~-

ticalacifn de la resina ( % de divinilhenceno),

la conatante de intercambio iénico se utjliza para conocer
los valores del intercambio y también irdioca la afinidad relativa de
los iones por la reslna; la constante denende no 28lo de loa iones qua
88 intorcambian, sino también de la conoeniracidn total en la fase ra-
gsinay la rresencia de otros iones en las umxmi‘dades del intercambio
modifican en sran manora las interacclones alectrostiticas entra los
ionac limados v sus iones intarcambiador;m por lo tantn el nmoeso de
intercambio depende de la relacidn de los iones intercambiables en la

fans raesina.

Como no es voaible dar una ascala de afinidad de wna resina
para ionan de valencia diferenta, pues devends de la concentracifdn; me
viade astablocer una escala rara innes de 1z misma valencia vars al
factor que influye determinantemente en srata afinidad es ol radin iént
oo hidratado; a1 cual #ata en relacifn diracta con la hidratacién de
los ionas,

Comn regia manoral ! orden da afinidad es en ordan deore--—

ciento do los radina i&nicas hidratados.
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En iomos de valencia difarsnte la rexla e28; la afinidad es
mavor en jonss ds mavor tarasg: vor lo que los ionaa trivalentes desvla

zarin a los divalent’n v Aatos s los monovalentes.

Batas reglas son vdlidas dnicamente en medio acucso a conoen

traciones ¥ tsmvaraturas baias.

En cuanto a afinidad el nunto més imvortants es que las vesi
nas predentan cavacidad de diferenciacién & dicho de otra manera mues—

tran nreferencia por £iiar unos iones con rosvecto a otrom,

Para las Resinas Polisnifénicas gl ovden de afinidad cre———

cients vara los ionas monovalantes es:

1ure -n*c Na*< k"< R, 2 R < ost < Agt< Tt
En los divalen‘éea ang

R Mgt < ™ < st < Bt

Para Resinas BAsioas Fuertes

O < ¥7& CH,C007 & HCO,"< C17< Br0, < N0,”<& HS0,"< @72 Br”

asnA'< < cr:s‘-:cmd‘
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De lo anterior ss concluve que con iones de igual valencia
el intercambin aumenta con el nidmero atémico, con el volumen creciente

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

Una manera de expresar la afinidad o selectividad para propd

sitos anal{ticos; es por medic de un cociente de distriducidns

B = Crnecentracién de B en el intercambiador
Concentraci“n de B en la solucién.

Fs un rardzetro ¥til para discutir el comportamientc de la
columna ya que es andl-zo al cociente de distribuciénde Nernst usado
en la extraccién ccn disolventes. Se expresa en las unidades nl de
solucién x gramo de intercambiador seco.

Kste cociente es afactado por el gran nimero de interaccio— -

na3 antrs la reaina v Ja aolucidn i8nica,

Entra las intacecciones mbs imsortanted ae tiensn las siauien

tany

— Pactor Bstarico.- La red macromolacular de la resina hace
el afactn ds 1n tamiz i6nico, nor donde lns ilones demasiads grandes no
ruadan int-oduci rany es variable de acuarda al bpo y al grado de reti.

eulanifn de la raesira,

»
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-~ TInfluencia del pH ,- EI rH de la solucidn an-nn factor
muy importante para lograr al intaccambioc i8nico, ya ',\n :un-di_) mAl e
car inmediatamente la ionizacifin del cambiador v nor cérséég;;Enu:ia' i amd
nuir el nimero de vuntna activizs da Ja regsina., Para ei:‘»iiéiv e:y_‘to- fené-

menc se urmsentan las erdficas 1y * » (10 )

CAND/ADOR, CRTIoNic FUERIENENTE Aciad

CANBR00R  Awiowica FVENTENEDTE 8Akico

CRABC/IDRD IkRCINEACOEN

2 Y L s 1 'l A i s A I A L 2 :
/ 2 3 L4 g é 7 4 20 7oL 3y
>
QB W08 U/ Hito
DES/ LT Ride .
.
‘ d
2 CRH3 D008 Rnionico
.; Detiimavrg Bhsico
¥
¥
3
3
by

]
L
b




2,8  Cinética del Mmija ISnico.

Debidn a gqun el cambia ifnica no ea inmediato y requinre
tiemno para llevarse a caho en forma comnleta, resulia comulicadn deter
minar la velocidad del cambio iénrico. Con dicho fin me establecid que

existen dos tipos de fondmenos en dicho proceso:

~ Fenémenos Fisicos .~ a) Difusnidn en la pelfcula,
b) Difusié&n en el pel.

( P8~ina 11)

~ PFenbmeno Q®ifmico .~ Reaccién de Cambic.

Resulta de gran utilidad el poder conocer el coseficiente de
difusién de los iones en una determinada reairaj varva tal efacto am ut}

liza la ley da Picl:s

A ° ' 32 ¢
. = D ] S

at v a x°

Donde C son las concentracionas, x v t las variables de espa-
oio y tiempoy D el coeficiente de Difusidn: 1 cual se pusde determinar

précticamente en la resina de la sisuiente mansra)
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{ Soluto en intercambiador) Unidad de sesmento
D - x de columna
{ Soluto en solucién libre) .

El fenfmeno qufmico o Reaccidn de cambio ocurre cuando se
hace llegar una solucién cargada de iones X' a la parte alta de una

oolumna intercambiadorta que esta bajo la forma RN,

las primeras capas de resina son invadidas poco a poco por el
ion N' y cuando estan saturadas se produce la reaccién; la que es

instanténea,

la ocantidad de iones M' al reaccionar con los iones de la resi

na; van disminuvendo, al circular la solucién a través de la columma,

Ia solucién al wiajar a través de la resina encusntra tres

diferentes zonas;

- 2Zona de Resina Usada,
« Zona de Caambio,
~ Zona "Virzen",

El sicuiente esquema ~ Figura 1 ~ explica los tres tivos de

zonks ¥ el proceso efectuados
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Figura Fo. 1

)
ducullklﬂd
Q jedl .
l L 0‘ H LN -
g 44 REsind
N RESINA (2~ % )
M VSADA
[
™
N
t; ZOMA
Y
N N oe Cansio
S Pt JOOONIEHK ’
o XIS
R hy
Resina
ViRgEW
4 ‘

Los primeros sluatos contendran Gnicamente iones N , pero a
nedida que la zona de cambio se acerque & las §1timas capas; las primeras

trazam de iones N' saldrdn de la columna,.

En la zona de cambio exiate un nivel estaclonario de concentra

ciones.
la figura anterior es una aproximacién al estado real, pues el

equilidbrio nunca ee alcanza debido a que la ooncentracién varia oontinus

ments al descender la soluciér vor la columna.
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$1 oonsidsramos que la conuna eata dividida en varics segmen.
tos imazinarios que se pusden llamar platos tedricos; en cada unc de
entos se considera que la solucién llega al equilibrio con el inter———

cambiador s8lido antes de que se mueva al siguiente plato.

Misntras més angostos soan los platos teSricos mée definidams
aardn las separacionesy los factores que determinan sl sspesor del

plato tedrico song

= Mamafio do las partfoulas del intercambisdor.

= Flujo de la solucién eluvente ( que esta en relacién a
la velocidad de intercambio idnico v por consiguiente a
los tipos de difusién).

~ Regularidad del empacado de la columna.

Para obtener un plato tefrico de 1 -~ 5 mm; se utiliss un
tamaiio de partfionlas del orden de 100 a 200 mallas, una velocidad de

fluio de 1 nl vor az Y un empaocado cuidadoso.

El1 valor del plato tefrico ae puede reduoir de las simuiene

tes maneras: disminuvendo el fluio, empleando una resina demasiado fina
y vor dltimo { en caso extremo) elevando la temperatura { va que ello

elevard la difusién de la palfcula).
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Para obtener una gran eficiencia en Cromatografia de Intere

cmabdio 186nioco se utiliza la siguiente columnas Maura 2

Tioura 2

A= mme -~ = - - -

Difneiro Ine-
vy

terno 20 - 30

V//-

20-25 ¢m,

e e em e e e hen

iniad - Dico POrfo-——

rado 8 filtro

DOTORO .
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Ia colt.mnl oconsiaste de una resina contenida en una bureta y
soportada sobre un filtro poroso,

El bulbo de la parte superior sirve paras almacenar la solu-
cién por analizar, también para recibir la resina, en caso de que me
tenga que retrolavar { lavar en forma inversa) para eliminar burbujas
de aire indeseablesy ya aque sl existe un gran nfmero de ellas, la can=

tidad de platos teGricqs disminuir4.

La resina nunca debe secarse; con este fin se instala el

tubo sifén o cuello de ganso que evitard que esto suceda,

la instalacién del tubo depende del tamafio de la resina; para
datos pricticos sl se utiliza una resina del orden de 100 a 200 mallas
sobre upa columna de 15 & 20 cms de altura, la tensidn superficial

provocada evitard quec la solucién "escurra" hasta secarse,

2,9 M™pos de Andlisis en Cromatograffa de Intercambio Téni-

co,

Lag columnas de intorcambin iénico se utilizan en dos djife~

rentss tinos de anfllsis @
~ Arnflinis por desplazanienta,

- Anflicis vor «lngifn,



29

Bn log andlinia por des;]azarﬁianto s hare nasar unA solueidn
que oontevtuza iones B a travds de una columma que contiane jonas susti
tuinlaes A,

Los iones B 3o ahsorherdn totalmente al prinoivnio de la oo

lumnas nere wra voz satirada esta, Tos iones B vasan adelante..

En los vrimeros efluantes aa ancontrarfn 1ones A pern ung «
voe aloanzada la saturacién, los primeros eluatos de B saldrdn de la
oolr:mv;a. la simiiente gsrdfioca 3 muestra una curva de elnoién nara el

desnlazamientn de iones A por B,

Gréfica 3 W

(e onvcEnrlRcién nE 8B

Votuwens o2 Erwawrs



Se nhtondrf la onrva 1 si la retencién ( afinidad ) de 1a
cnlmana eas més grande por los iones B que por los iones A.

La altura o elevacién de conoentraoidén dependerd del arado
de afinidad por la columna; la pendiente se mantendrd en su mismo va-
lor a travée del desocenso por 1a columna de la soluoidn,

¥l areado de la pendiente dependerd del espesor de los plam—
tos tebricos.

81 Ia retencién es mfs grands por A me obtiens la curva 2 la

cual es difusa,

En los anflisis por elucién solamente se aflade una pequeils
cantidad de iones By los que se desplazarén haocia la salida; haciendo

vanar nds solucidn de iones A.

Para que exista una buena separacién los iones B deberén re-

tenerse més fuertes que los iones A.

Con este tivo de andlisis se pueden separar dos o tres tipos
de lones diferentes, ya que, si poseen coclentes de distribucién diie

ferentes; desoenderén por la columnag & diferentss velocidades.

la curva de concentracién oontra volumen eluido serd 1a si——

Ruiente;
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Gréfion 4

(oncenrmncion o& Eavhro

V OLumEN A ASA00

la soluciém de iones A desempeiia en este ocaso el mismo papel
que ol disolvents purn en los otros métodos oromatogréfiocosy por lo
Que se puede decir que ests tipo de anflisis es perfectaments apliohe
ble a la tooril' de la eluoidén cromatogréfioa.

2.10 Caracteristicas Principales de Resinas.

las principales caracterfstiocas que se deben conooer de wma

resina intercambiadoras son: fisicoquimicas y operativas.

Caracteristicas Pisicoquimicam

= Mpo de intercambiador.
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Estructura polimérica o naturalesa quimica,
’!brna f£isica.

Crupo 6 eétructnra funcional,

Capacidad de cambio,

Tamafio de las partioulas.

Tamafio del entrecruzamiento ( Malla formada).
Grado de hinchamiento.

Contenido de humedad.

Solubilidad.

Rango de trabajo de pH.

Caracterfsticas de QOperacidén:

Temperatura m&xima de operacidén.
Flujo esténdar de oreracidéne.
Pipo y concentracién del regenerante.

Cantidad y rapidez de enjuapue,

™ la sisuiente Tabla ( ¥o. 2 } se resumen las principéles

caractaoristicas y re estuvlecen las diferentes desifnaciones comercia-

Jebido a oue para el desarrollo del nre-ante trabajio se nti-

lizaron inicamente iasirae imberlita (R8hm & Vaae Fhiladelphia) 1a Ta-

bla Yo, 3 se refiere a sus rrincipales caracter{sticas,

i
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2.11 Estructura fufmica de Cianocobalamina { 12 ),

La cianocobalamina se presenta como agujas rojas o polvo crig
talino ro jo, inodoro e insipido. Aunque posee tres miximos de absorcidn
su cuantificacidn se realiza utilirando el mAximo de absorcién a 361 nm,

Pertenece a una serie de sustancias denominadas cobalaminas
(13) : cienocobalamina, hidroxocobalamina, aquocobalamina, nitritocoba~
lamina, cobabamida ( coenzima B - 12),

Todas ellas poseen cobalto en su molécula en una proporcidn

aproxinada del 4%.

Las cobalaminas derivan de una sustancia fundamental, la coda
mida que consta de un micleo central llamado corrina { se da el nombre.
de corrina al sistema anular macrociclico de la cianocobalamina sin sug
tituyentes periféricos). h

La corrina esta formada por 4 anillos plrr6licos con cadenas
laterales amfdicas unidos al cobalto; éste también se une a través de
una cadéna de aminopropanol y fosfato a la D-ribosa.

Para cue se llepue a formar la vitamina B - 12 , la cobamida

se une al dimetilbenzimidazol, como lo muestra la Fipura No. 3.

2.12 Accidn Farmacologica de la Cianocobalamina.

Para entender mejor esta accién, se deben considerar los si-

ffé;ientea puntos tebricos:

= Se le da el nombre de sistema hematopoiético al conjunto
de Srganos y tejidos formadores de células sanguineas,
Este sistema esta formado por: médula osea (tejido mieloi-
de), ganzlios 1inf&ticoe~bazo ( tejido linfoide) y sietema

reticuloendotelial,
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A la fomacién de células sanguineas se le da el nombre
de Hematopoieasis; édsta se divide en

Eritropoiesis ( Formacién de “ritrooitos)

Leucopoiesin ( Formacién de Leucoccitos)
Trombocitopoiesis ( Formacidén de Plaquetas)

Con el fin de explicar detalladamente lo anterior se

presenta el cuadro-figura No, 4.

la cantidad de eritrooitos y de hemaglobina depende de
un equilibrio entre su formacién v su deatruocidn,
Loa factores que regulan la eritropoiesis son de tres

tipom,

/
Anoxia
““ritropoietina.~ Gluoopro-~
teina que

aotia como
hormona,
ocuva funcién
A) Estimulantes Generales oz estimular

4 la formacién
de eritrooi-
tos,

Factores
Endrocrinos,~ Secrecidén ti-—

roidea adrenoc-
cortioal y low
andrégenos,

\

B) Paotores de Formacién de la Hemoglobina .- Protefnas
¥y Ninerales,
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: C) Pactores de Maduracién.- la presencia de Vitamina
' B 12 y de dcido f6lico
8 producen uns adecuada
maduracién de lom eritro-

citos,

- Se define Anemia; a la disminucién del nimero de eritro-
citos por and del volumen globular ( hematdecrito) o de
la concentracién de hemaglobina ~n la sangre.

Existen tres tipos de anemias

A) Macrooftica o Megalobl&stica.- Provocada nor la
deficiencia de vita
mina B 12 v £oido

félico.

" 'B) Hipoorémioa Nioroc{tica.~ Provocada por deficienocia

de hierro,

¢) Normocftion.~ Provocada por la perdida y destruccién
de sangre ademfs por la defectosa

formacisn sanzufnea,

Ia Anemis perniociosa es la forma afs oomtn de tipo maoroocf-
tica o megulodléstioca; por causa de lesiones atréficas de la mucosa ——
alstrioa ( en la zona de células pépticas) no se forma el factor in-——

trinseco y por tanto no se absorbe ni se aprovecha la vitaaina B 12,
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Bl faoctor o prinoipio antianésioco ss compone de:

A) Factor Extrinseco.- Vitamina B 12,

B) Paotor Intrfnseco.~ Glucoproteina ( P.M. alrededor de
70,000 ) presents en el jugo géstrico
nornal, Fo aparece en enfermos con

anemia perniciosa. {14)

Los dos factores se conjugan para dar el principio antiané—
mico,.

En la anemia perniciosa la eritropoiesis est& desviada, sme
forman legalo.blutos que después dan origen a megalocitos ( ver Figura
No. 4). Eatos eritrogitos anormales son destrufdos de manera f4cil y
répida por el sistema reticuloendotelial produciendo un aumento de

bilirrubina,

"Los mfniomas de la anemia perniciosa sony mareos, astenia,
inapetencia, palpitaciones, disnea, palidez de la piel y mucosas; 16—
siones nerviosan de tipo degenerative que afectan los nervios periféri
oos y sobretodo la médula espinal en los cordones laterales y dorsales
cdando qrtgen a parflisis, parestesias, hipotonia y pérdida de la sensi

bilidad.

ACCION FARMACOIORICA DR VIT I MINA B 12,

Ia presencia de vitamina B 12 o cobalamina produce una ade--



3.0 PARTE BXPERTN®NT

BENNERUEEES T BERS

4}

1a ausvweneifn on astudio tiena la sisuiente formulaoidng

Cada 100 m1 contienens

Suspensién Coloidal de Fosfato Tricdloico al 10 4

( Caloio 0.68 g v Fosfate 0,352 g )

Vitamina B 12 ( Cianooobalamina )

Vitamina D2

Vehfculo Acuoso Aromatizado c.b.p.

El vehfculo esta constitufdo por (

c-(m)z.......

- Colorants Rojo No. 2 .
Vainillina 1006, . . .
Aceite Esencial de Limén .
Aceite Esenocial de Narania,
Aloohol Ftflico 96 ¢ . .
Acido S8rbico &« & o+ .+
Carboximetilcelulosa, .

Sacarina Sédica . . .
Vaselina Ifquida . , . .

( Ergocalciferol )

- .

en cada
L] . L[]

e o o & 18 ml

. e o 1000 ﬂ
. . L] 66m U.I -

. . . 100 ml

100 ml )}
. 18¢g
. 1.8 ng
« 11,466 mg
+ 3.6 nmg
.‘ 6.8 ng
¢ 0.6 m
213.0 mg
760.0 ng
31.0 mg

1.04 ml
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fsta mevcla compleja provoca cuec la cuu=nrensién prohlema nrecen
te caracterfsticas e-necinles, tales como: vircosidad de 180 ~ 220 cps,
densidad 1.Cl = 1.02 . Frstar caracterinticar provoecan cue sea casi impo
sible la percolacidén directa de la suspenrién a travée de la resina y

por consiguiente la reparacidn de ln cianonocobalamina,

Durante el desarrollo del andlisis se encontraron dos proble-a

mas diferentes que fueron los siguientess

« Separacién de la Suspensién Problema.

-~ Bliminacidn de excipientes interferentes y eleccién de la

resina de intercambio iénico,.

3.1 Separacién de 1la Solucién Problema.

Se buscé el medio adecuado para "romper" la emspensién problema

la mejor téenica para lograrlo fué agrepando disolventes orséricos,

Se probaron los siguientes disolvertes: cloroformo, eter, acew

y etanol abhsoluto; el mis éficiente fue etanol

<

tona, acetato de etilo
absoluto va cue provocSd la nrecipitacidn totzl de los mpentes susnento—
rer presantes en el vehiculo [ hidréxido de caleio y carhoximetilcelulc-
ra) ¥ ge¢ obtuvo una solucién ronrenndante conteniendn 1a totnlidzd de

lor prinecipiors aetivor ¥ los exeinientes solubles 6 mirmcibles,
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En w1 principio se intent6 separar la vitamina B 12 de la
suspensién problema basandose en el método de Van ~ Melle (15) j pero
debido & que la suspenaidn en estudio prorenta caractarfmticas hidroe
dindnicas - fisicoquimicas especiales y a la dificultad personal para
encontrar Resina Amberlita XE = 97 ( segin el nétodo de Van - Melle);
aélo se aprovecharon algunos puntos prédcticos de este método v la gran

mayorfa de las condicicnes se variaron.

Al agregar etanol abooluto a la suspensién ( en proporcién -

e 111 ) v azitar suavemente con una varilla de vidrios se va formando
un precibitado blanqueoino,

Este prooipitade parece ser el resultadn de Ja desnaturaliza

oibén de la carboximetilcelulose que "arrastra" al fasfatn tricfloioco y

al hidréxido de calcio,

Una vez separado el precipitado ( por simple decantacién);
la soluciénresultante se filtré por gravedad a través de un papel
filtro Yhatmman No, 5 y me obtuvo una solucién transldcida de color
rojo pardizo; a esta solucién sa le practicd un andlisis espectrofotn—

métirico obteniendose la grifica No. 5.
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Gréfica No. 5
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Longitud de onda nm’

Grifica de 6Ct nm: a 260 nm.

Celda de Cuarzo de 1 cn.

Si comparamos la prifica anterior contra la grifica espectro-
fotométrica resultante (eréfica No. 6 ) de una solucidn esténdar de cia-
nocobalamina ( a una concentracién de 10 /xg/ mL ) lefda en las mismas
condiciores nue la anterior. Oc obuerva que a las longitudeuy de onda por
las cuales ce puede identificar a la cianocobalamina, se encuentran iras
lapadas y aumentndas; debido posiblemente a lo: otros excipisntes colu--
bles nresentes ocue ponern ahrorbancics similares o cercanas a la vitami-

na N 12,
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Gréfica No, 6

Bspectro de nbrorcién de solucidn. emtdndar.
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3.2 Eliminaci/snr de excipientes intarforantes y eleccién de

la resina de intercambio lénico.

Bntre los excipientes que constituyven el vehfculc y que en un
momento pudiesen interferir en la valnracién de 1la cianocobglahina e

tienen los siguientes:
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1

Vainillina
[4]
"
08 HB 05 P.M, 152,15
" Solubilidad.~ Soluble en alecohol,
oloroformo, eter, soluciones al—
O~(Hy.. - onlinas y en glicerina.
oH Absorcién M4xima a 308 nnm
Aoido Sérbico
06 HR 02 P.Me 112,122
CHa H /H Soluble en alechol v an Eter.
| .
C-—-— C —_ C — C Pooo soluble en Agua.
e
H H COOH Absoroidn méxima & 254 & 2 nm

{ en alcohol iamopropflico)

Acei te Esencial de Limén

Facilmente solubla en aloohol, miscible en alcohol anhidro

" soluble en bisulfuro de carbono Yy en Acido acético glacial.

Absoreidn Mdxima 315 2 3 nm.

Aceite Fasencial ds Narania

Fac‘lmente soluble en aleohol, miscible en alcochol “anhidro

soluble on bisulfuro de carbono y en ficido .acético glacial,

Absorcidn “4xima 3130 2 3 mm,



aQ

Ls mezola de entos gceites esenciales analizada empectrofoto

métricamente tiene una curva de absorbincin en el rango de 260 & 400

nm, OrAfica No. T (16).

Crdfiom No. 7




Colorante Rojo No, 2

Soluble en 4gua, poco
sb;Nq_ soluble en Alcohol.

Absorcién méxima 522,5 nm

N 503ka
Como me odservarf el colorante rojo Mo, 2 es el ¥nico excipien

te que rudiese interferir en el rango de 560 mm ya oue presenta un mS¢i-

me de absorcifgn & 522,5 nm .

La absorcién mixima de curucterizacién de la cianocobalamina
es 361 nm § por lo cue , los posibles interferentes en es-te rango son
loe aceites esencialee de naranja y 1imén que presentan un m&ximo de ab-
sorcién a 315 nm ( ver p4rina anterier aque muestra la curva espectrofoto-

métrica desarrollada por la mezcla de estos aceites y ¢l m&ximo obtenida),

‘El primer excipiente cue gse traié de eliminar fué el colorante
rojo Yo, 2 gscuya solubilidad ee casi idéntica a la de la eianocobalamina,
por 1o que no se mudo emplear un disolvente extractante ; debido a ello

se recurrid a uvn método fimico e separacién,

Con dicho fin se estudiaron cuatre tipos difarevtes de Reninas,
nara tratar de elerir 2 la oue rudiese retenzr en su tolalidnd al coloran-

t< ¥ nernitioge ¢l naro de 1a cianocohalnnina total en sur eluztos.
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lag cuatro Nesinas estudiadas fueron,

- Amberlita IR - 160 (

- Amberlitas IRA - 402 (

~ Amberlita IRC

50 (
-~ Amberlita XD - 96
( Sstas resinas - sobre

son menos costosas que la amberlita

en el mercado va que son utilizadas

Aniénioa dcido fuerte)

Aniénica base fuerte)

Catifnica scido 345il)

Aniénica base 8ébil)

todo Amberlitas IRA 407 y IR 160

XE - 97 y se enousntran fdoilmente

en tratamientos de aguas).

Cada una de las yesinas se trabais con ocuatro tipos de solu-

cliones:

= Soluecién de Colorante Rojo ANC No. 2 ——p Soluoién A

- Solucién de Vitamina B 17 — 9 Solucién B

- Solucién de Vitamina B 12 y Colorante -

Rofo No. 2

= Solucién Problema.

En todas estas solucionecs

—————+ Solucién ¢

— Solucién D

8¢ ampleé como disolvente una

mezcla de etanoliagua en proporciédn de 131

El siguiente cusdro-fipura No, 5 ilustra la capacidad de se-

paracién de lom cuatro tipos e resina traba jadas:



Ikasinn ANiONiCA
AciD0 FUERTE

L)naem.im IR-60

RESINA  AnioNiCA
Bast FUERTE

ANBERLITA TRA-402

ResiNA CATIONICA
AciDO0 DEBIL

AMBERLITA T.RC-50

RESINA ANianich
BASE INTERMNEDIA

AMBERLITA ®D-96

]
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Como se observard la capacidad de separacién difiere en los -
cuatro tipos de resina.
- Ilas de tipo &cido, tanto d4bil como fuerte; no retienen nin—
&uno de los comionentss de las soluciones sluidas,
En la resina bdsica Intermedia se realiga una miy bueaa sepa-
racién de los coTponentes; pero no existe una adecuada resolucién ya
que losa compuestos estan englobados en una sola banda que no presenta

definicién algunra,

En la resina aniénica base fuerte ocurren dos fenémenos dife-
rentess el colorante rojo AMC Fo. 2 ea retenido en su totalidad, perc

no nsf la cianocobalamina, la cual es slufde completamente.

Para comprobar el punto anterior me realizaron varios anflisis
. espectrofotométricos § empleando como resina " sevaradora " Aaberlita
IR 402 ( montada sobre una columna de vidrin semejante &2 1a que se

ilustra en la figura No. 2).

En la grdfica Fo. 8 se presenta la curva espectrofotométrica
desarrollada por una solucién dé colorante rojo AMC No. 2; lefda desde
560 nm & 400 nm, empleando como disolvente una mezcla de agua~etanol
(1:11) y a una concentracién similar a la presente en la suspensién :

pero sin pasar por la columna.
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Gréfica No, 8
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la grafica No. 9 muestra la curva espectrofotométrioa des&we '
‘rrollada por los eluatos resultantrs del pasa de 1a solucidn de coloran

tete rojo a través de la columna de Amberlita IRA -~ 402,

dfiomn No.
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Al analirar las dos gréficas anteriores se confirma que el
colorante rojo AMC No, ? es retenido totalmen®e por la resina Amberli-

ta TRA - 402,

En las grd~icas No. 10 y 1] se ilustran las curvas espacirofo
tométricas obtonidas de una solueidn patrfn de cianocnbalamiLa {1 mg/m1)"
los dos especirvfotogramas sstan l~{dos den~dn 7370 nm a 300 nm
w1 mando aqaa~otanal [191) com: dimalwant:, flon la aran dih‘erenoia
de qun an la ardfica No, 10 la solucién de cianocobalamina np fue
pasada por la columna v la zrifica No. 11 reprenentia la minma aolusién

pasada por la columna de Amberlita IRA 402,

Orifica No. 10

R
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Con el fin de cumprosur aque la resina seleccivnada no retiene
nada de cianocobalamina; se procedid a realizar varios anfliris espec—
trofotométricos de roluciones de cianocobalamina.

Las lecturas espectrofotoméiricas se realizaron antes y des-w
pués de pasar por la columna cue conteniz la rorina senaradora elegida.

Los resultados obtenidos son los siguientess

Abzorbancia de Sol. Patrén de Absorbuncia de 3el. Patrén
vit. B 12 sin pasar por la de Vit., 3 1 pacada par la
columa % recobro colunna
0.2126 99.71¢% 0.2120
2020 99.¢0% € .2000
0,200 10C.008 Go20C0
C.2120 99,057 . 0.2170
' €.2000 99.,00% 01580
0.2000 1C0.CCT 0,2000
0.22C0 90,09 0,21F0
0.2053 SRRt e 0,251

sgbgorbanc ia de sol. patrdn de Vit. B2 pasada/col,
Abscrbancia @ col. patrdn de Vit. Bl2 sin pecar

¢ Recobro o Recuperacién -

4 Hecuperacidén Promedio » 99,464

Con lo anterior se¢ demmestra cue lu recina seleccionada no ree
tiene cianocobslaminay va que el ¥ de rerobro eari es el 1007,

La. enyva espectyvofotométricn desarvollada en in grfifica ko, 12
serl.eracne »ung mezr;a de evlorante rajo Yo. 2 y cinnorobzlarirs a concen
*reciones similarec a lar de lo suspennidn uroblema y corrida desde 50C a
30 noe Mn oella we obrarva gue 1a banda mAr ancha tiene como néxime unn
Taeture de CL.16 a una longitud de orda de 522 nm y 1la omiva de caracterie

<

~zeidn de la vitamina %12 a 361 ne tien: un miximo de 0,16,



Gréfica Yo, 12

wm

e b

1

NOR

. .
w.rv..L i —_ b B RN L.A
Pl A e TN 7a

» . : .J,. .....w

e o BUPION IRy IDARRY S DINE ¥ YT

- e . 4 w

Tl - D - U Bt

nh o Lme siowy sEov\, i

!

Lo

-

ue percolada 8 través de ls columna y -

erine &

+
v

1a soluoidn an

la zrdfica No. 13 presenta el anflisis espectrcfotomiftrien d4e sus slus-

tos.

13

Grdfica Mo,

et cerm v

s

s 8 om0 44 Bt T

¢

K -

V-

By S

I TOR
LONGLIvd 86 804 Ny

3
*

o Coein, 7

Yoormy

P

oo



58

Comjarando las grdficas Yas, 1 v 13 se distinuguen tras

puntos importantes:

-~ Ia banda mds amplia ha perdido pronunciamiento y deaplazé

sy mdximo de atsorcién de 522 nm & 560 nm,

~ la banda de caracterizacidn de vitamina B 12 a 361 nm ha

disminuido su mdximo de o.16 & 0,13,

~ Con loa dos puntos anterioves se concluve que ol coluran
te rojo AMC No, 2 provoca un traslape de curvas y un aumento de los

méxinos de absorcidn,

En la srifica No. 14 se muestra el e~3cctrofotoxrama obteni
do por la nolucién problema, despuds de pasar por la columna y lefda

en las mismas condiciones que las anteriores,
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Gr&fica No, 14

3i la grdfict anterior s» compara con 1A agrdfica No. 4 g
se notard claramente que el ocolorante rojo ha sido retenido por la re-
sina ya que no oxiste absorcidn alguna a 522 nm.

1in ombarmo se obverva un hacho importante: la curva de absor
¢idn a 351 nm no presenta unzc resolucidn definidas emto probadlemente
se debs & otrc exeipiante 20lubln § miscible en la solucién prodblema
que 2sta intsrfiriando ¥ provocando la falta de definicién,

Como va se anut8 anteriormente, 1na vosihles exeln antsy 2y
autieian int2rParis, 3001 los aceitos azencialss de limSn y naranjag
ya jua 11 meszcia de elles provova que la curva de caracterizaciédn de

la clanoc~balamina - 3l 2 5o aunanta.
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{ La grifica No, 7 muastra la curva espactrofotométri

ca desarrollada por la mezcla de estos dom aceites).

lo anterior representd otro munto a rasolvar, o seayoncontrar
e
la forma de eliminar los aceites,
Corn dicho fin se buscd un disolvente orgfinige gque “arrastrara®

esto axeiplentes on una sola extraccidn y nque tuviesa las nisuientes

caracterfsticas: insoluble s immiscible con 1a molucién problemsa.

Se probaron tres diferentes disolvnniss: eter anhidro, oclorow
formo y acetato de atilo, Todos ellos con las caracter{sticas mnotadas

arriba v con posibilidad de disolver & lop accites esencialeg,’

El nds eficiente fué etor anhidre puas con una mola axtracoién
de 100 ml logrd axtraer a los acelites esencialss an una proporoisn muy
aceptabla,

la ardifica No., 15 vepresenta la ocu~va e3pectrofotomftrica
nbtenida por la solucién problema despuds de; ponefi; en contaoto con
100 ml de etor anhidre en un embudo de separacidn, separado la poroidn

etaras v por Yltimo percolado por la columna de Amberlita IRA - 402,
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Gréfica No, 15
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Al comparar esta gvAfica con las grdficas 6, 10, 11 ¥ 13 {reg
peotivamente) se observa claramente que prsssntan una gran similituds

por lo que se concluyen lus siguienioes puntos:

-~ Las pradioccionas anotadas para establacer que excipientes

estaban interfiriendo resultaron axactas,

- a4 pudieron 2lim‘nar esos exoipientes en forma completa.

~ la Mesina \mberlita IRA - 402 resultf sor la adecuada puira

efectuar la gaparacidn,

= Al quedar aislada 12 cianocobalaminm ge puede cuantificar,



3.3 TECKICA ANALI'I‘IC& PROTMTESTA.

BEMAITIIIIETIE 1 2 1TAMAR AN IR

APARATOS

- Columna Cromatogrdfieca de vidrio con filtro poroso:de 30 om de al~

tura ¥ 2 cm de didmetroj con disco perforado & filtro poroso.
- Embudo de separacién de 250 ml,

- Bs peotrofotn'me tro Bsckman.

REACTTYOS

-~ ‘4mberlita IRA - 402 { De RBhm and Haas Philadelphia)

- Solucién de NaOH al 1 W.
- Etanol absolute B.A.

~ BEter ankidrs M.A,

SCITCTON PRORLEYA

~ uapennidn colnidal de “bedocecal”,
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‘ TECNICA
Preparacién de la Columna,
Pesar aproximadamente 20 g de Resina Amberlita IRA - 402 en un vaso
de prooipitados v adicionar sufioiente agua destilada para suspender

la,

Deiar repasar aproximadamente 8 horas para lograr el ~total "hincha

miento" de la resina.
Colocar la suapensidn de Amberlita sobre la columna oromatogréfica.

lavar la columna cori agua destiladay hasta observar que los eluatos

obtenidos no presenten turbidez,
{ Nota.- Tvitar que la columna se seque, procurando jue por lo
aenns exiata 0.5 cm do distancia entre el nivel de agua

v la superficis ds la reslna,)

Adicinnar NaOH al 1 N a la columna v deijar reposar por espacio da

1/ hora.

'ma van trainscurrido ese tiempo; reoalicar suficientes lavados con

agua demtilada ‘hansta lograr jue los sluatns tenman un pH de 7.

Iogrado ei muatn antarinr, la columma natard activada para efectuar
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- ol Intercambio Iénico,

ROMPIMIENI DE LA SUSPENSTON Y SEPAR\CTON DS Li SONICTON o

PROBIEMA,

~ Medir oon pipeta volumdtrica 100 ml de la suspsnsidn problema y re-

cibir en un vaso de precipitados de 250 ml,

= Adiocionar 100 ml de etanol ahsoluto R.A. v azitar suavemente oon ==
una varilla de vidrio, hasta logar un precipitado ochicloso blanque-

oino,
-~ Piltrar la solucifn sobrenadante a través de un filtro Whatman —~—

No, 5; primero por gravadad v deapuds pnr vacfo hasta lograr una —

solucidn rojiza cristalina,

EXTRACCION DE \CETTRES RSENCT AIES

- Coloncar la solucidn rniiza en un embudo de ssparacidén de 250 ml.
-~ Adicionar 100 ml de etor anhidro ¥ agitar vizoroasamenta,

~ Dejar repomar v elimina la fraccidn ataren.
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« Filtrar 1s solncidn rojiza obtenida por papel filtyo Vhatmen Vo,
5, para lograr una solucién tranmparente. ( sin turbidez cue pn-

diese provooar una lectura espectrofotométrica errdnea.)

ELUCION DE LA SOLUCION PROBLEMA

« Percolar la solucidn rojiza problema a través de la columna cro—
matogrifica, controlando el flujo de salida a razén de 1l por

minuto.

-~ Recibir los eluatos en un matraz erlenmeyer.

ANALISIS ESPECTROFOTOMETRICO

.

~ Obtener el m&ximo de absoreidn de la solucidn problema a 361 nm;
compararlo contra el mAximo de absorcifn obtenido por una solu~
¢i6n pairén de cianccobalamina ( previamente pmeada por la 60—m-
lumna) de concentracién 10 ug/ml .
(Utilizar como blanco una solucién de etanol-zgna en proporcién
de 1:1).
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3.4 CALCULOS /

- ‘Daterminar la conoentracién de vitemina B 12 en In molucidn

problema de acuerde a la sipguiente férmila:

& p
x €8s « C0p
Ae
Dendet & p = Abmorbancia del problema a 361 nm,

is

8

Absorhancia de la CJolucifén Patrdn de Clane.
cobalamina desput= de pasar por la oolumna,
C 8 = Concantracifn Standar,

C p = Concentracién de vitamina B 12 en la solue..

¢idn problema.

4,0  RESULTADOS

Bn la tabla MNo. 4 re enlistan los resultados obtenidon

de 20 detarminariones,



TABIA Yo, 4
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Absorvancia de Solucidn

Absorbancia dsl

Concantracisn

del Problema

Patrén de B 12 pasado - | Problema
por la Columna

0.220 0. 1955 8.886 ug/ml « 888.6 ,‘g/iorml
0.202 0.1860 9.207 ug/ml = 920,7 uz/100m1
0.212 0.1940 9.150 ug/ml = 615.0 uz/10001
0,200 0.1859 9.295 ug/ml = 929.5 pa/100m1
0,200 0.1900 9,500 ug/ml = 950,0 pe/100n1
0.215 0.1880 8.744 prfnl « B74.4 4g/10081
0.210 0,1980 9.428 ug/ml = 942.8 /ug/100u1
0.195 0,1790 9,179 uafal = 917.9 ug/100m1
0.220 0.1890 8.590 ug/ml = 859.0 4g/100m1
0.200 0.1920 9.600 sg/ml = 960.0 ug/100u1
0.205 0.1850 9.024 pg/ml = 902.4 ug/100m1
0.195 0.178¢C 9.128 ug/ml = 912.8 ug/100ul
0.210 0.1890 94000 ug/ml = 900.0 ug/100m)
0.196 0.1750 8.978 uafml = R92,8 ug/10Mml
0.192 0,162¢ 8.437/13/ml = 843.7 uz/100m1
0.198 0.1900 9.595 ug/ml = 959.5 ug/107m1
04205 0.185¢C 9,024 yz/nl = 902.4 ug/10Mm1
0.210 n,1870 B.904 ug/ml = BO0.4 ug/10PmL
0,218 0.1970 Q.IT'Rﬂg/ml = 012, R um/10Mm1
n.103 n. 1770

°-170/w'.'/m1 = 017,0/15;/1n(\,;,1
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4.1  ANALISIS EST%DISTICO DE 10S RESULTADOS OBTENIDOS,

3
,’/

X = 909.60 ug/ 100 ml
S - 30.60
Sm = 6.96

C.V- Ld 3-40 %

I+

IC 954 « 909.6 UL = (894,84 - 924.32)

14

L 99 L 20946 203 = (889,47 - 929.713)

Al realizar la Prueba Q , tres datos recultaron eliminades ( B43.7,-
859.0 y 874.4 pug/100 ml ). Por lo tanto el an&lisis estadfstico queda—
ria @ (17) ¥ (18)

I - 91850 ug/ 100 m
S = 22.91
Sme  5.56

€V, = 2.89 %

t+

LC 95 % = 91&.5 12.14 = ( 906.35 - 930.64 )

16,72 = ( 901.78 = 935.22 )

I+

LC 99 % - 918.5
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5.0 CONCLUSIONES

LR T L PEEY i

Comparando los valores estedfsticos se observd cue en el prie-
mer anflisis se obtuvo una desviaciém estandar alta.

Su valor disminuy6 notablemente en el segundo anflisis, al
eliminar los valores marcados por la Prueba G.

El decremento de la desviacién estandar en el segundo and~-

lipis provocé tambiéngtanto la disminucién del coeficiente
de variacién asf como el aumento de los valores en los li-

mites de confianza,

Con lo anterior se concluyes

Se obtuvo una buena técnica de cuantificacién de la Ciamnocobala~
mine. Esta técnica puede llegar a ser bastante confiable y repro
ducible si se afinan pequefioe detalles en la extraccién de la ——
Cianocobalamina { tales como: una meyor agitacién con la varilla,
un mejor lavado del nrecipitazdo, &tc.)
Se redujo el tiempo de endlisis, sf ne compara contra el utilizado
por los ensayos microbiolSricoss ya que estos emplean un tiempo

mayor tanto en 1a prenmaracién del ecuipo asf como en la obtencidn
de remultados. Aunque la rgnecificidad es micho mayor en log en-
sayos microbiolérricos, estn técnicn se Thede tener cono téenica

alterna y/6 comparativa de acuellon,
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Con el empleo de la Resina Amberlits IRA - 402 se reduce el costa,
compzrandolo con el uso de Amberlita XE - 97,

Adem4s la misma resina ( ya montada en la columna) se puede usar -
-y

hasta en cinco determinacionesy por lo que también se abate el costo
en ralacién al materisl gue Be tendrfa que ocupar para cinco ensayos

microbiolégicos.

Por otra parte esta resina se puede adquirir ficilmente; ya que es
ocomin encontrarla en cualquier indnstria que opere aparatos desmine-

ralizadores de agua.

La economia que ofrece esta téchica es considerable pues ge pueden

realizar varias determinaciones en un solo dfa.
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