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C_ A_ P_ I_ T U_ L_0I_ 

I N TR O D U C C I D N

En la actualídad exíz ten ínnumenable4 medíea- 

men.to4 que eon.tíenen . todo4 o algunoz de lo4 emponen.tez - 

del complejo 8 . Nuevaz 6onma4 6anmaeéu.tí.ca4 4on lanzada4

al meneado año . tnáz año eneando ta neeesídad de ebectuat

lo4 an¿flí4íz de con.tnol coxxe4pond.íen.te4 a Utoz pnodue - 

t06 . 

Dezde hace - tiempo loz mé-todo4 de andlísí6 u.tílí

zado6 pana la dexenmí.nae í 6n de vííamínaa del complejo 8 , 

han Oído comptícadoz , . tandado4 y a penan de que ze idea

non algunaz . tecnícaz más 4ápida6 , 6u exac.tí.tud deja mucho

que desean , pon lo tanto e4 uxgen.te mean o buscan nuevoz

mé.todo6 que no4 conduzcan a tezut.tado¿ de6eable6 en cuanto

a exac.tí.tud y napídez. 

Pon a.tna pante , en el cazo de lao ví.tamína6 dee. 

complejo 8 , es 4abído que cuando 6e encuen.tnan en 6onma de

maxenía pníma , los méíodo4 u pectn06otomé.tníco4 ban loz - 

pnoced,ímíen.to4 necomendable6 . 
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En contraste , en el caso de mezclas de vitamínicos

existen en la actualidad decenas de métodos mas o menos - 

xeproducíbles en tos que los resultados de muy pocos de - 

ellos son comparables entre sí en cada uno de ellos - 

existen de6exentes parámetros que hacen dí6etír los resul

Lados. 

Además no existe en la Industxía Fatmacéutíca uní- 

6oxmidad de metodología pana vítamínas y cada laboratoxío

sigue un método distinto , en ocasiones desattollado pot

ellos mismos o bien tomado de alguno de los libros o6ic.ía_ 

les y modí6ícado . Existen nuevas técnicas peno no 6acílmen

te un labotatoxío de Conttol de Calidad cambia las que ha

manejado durante años. 

Entre los componentes del complejo 8 , el compuesto

que presenta mayores problemas en su detexmínacíón , cuando

está en ptes encía de otras vítamínas del mismo complejo B, 

es la vitamina 812 , poxque el método o6ícíal para su detex

mínací6n es el mícxobíoUgíco y no todos los Labotatotíos

tienen petsonal capacitado para xealízarlo. 

Por otra pante , en ocasíonez ez necesaxío conocex

tapidamente la cantidad de vitamina E12 pata e6ectuaA un
contxol duAante la elabonací6n del producto que se está

elaborando , lo cual no es posíble hacerlo siguiendo la

técnica mícxobíolSgíca. 
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El eneontrat un proeeddm.íento ma4 4enc.íllo y exacto

pana la detexmínac.í6n de la vCtamína Bit en mezcla4 v.í- 

tamín.ícab , e4 el mot.ívo que nob condujo a xealízar el

prebente trabajo de inve4t.ígae.í6n . 

Como p& imer pa4o del e4tud.ío que he xeal.Czado óe plantea

la necuídad de NO , ímponex un método de anál.í4. í4 de vitam.í

na 81 en especíal , 4. íno que 4e pretende hacer en camb.ío

un anCsl.íóís objetc:vo 4obxe lob métodos md4 ut.ílízado4 y

dejar a eleceíbn aquel que 4e adapte mejor a_ 1a4 pob.íbíl.í- 

dade4 de trabajo de cada laboxator.ío , 6íempxe y cuando se

eótablezca como norma vara - tomar la decíAi6n , aquella - 

técnica que tenga lao bígu.íenteó caxactexíst.íca4 : 

a) E4peci6.íc.ídad

b) Reproduc.íbit.ídad

c) Rapidez

d) Bajo co4to

Para e6ectuax eóta . ínveztígac.í6n eompaxat.íva 4e el.íg.í6

el anál.í4. íz de una mezcla v. ítamín.íea conten.íendo Bit, B' 

y Bb en produeto4 l.ío6.íl.ízados , el.ígiendo una técn.íea d.í4e

ñada pox nue4tro laboxator.ío , en la que be eomb.ínan la - 

Cxomatogxaó.íac y la e4peetro 6ctometn.í.a. 
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En ute tt bajo se exponen Pos resultados ob.ten.ídoa, con el -- 

objeto de comprobar que . tan aceitada Sué Pa decí,6í6n . tomada uspecto a - 

4a nonma de eeecc¿5n paha la técníca pre- es.tab2ecída en p& va5os ayLtex¿o
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C_ A_ P_ I_ T U_ L 0 II

G E N E R A L I D A D E S; 

La vitamina B Sué uno de los ptímexos compuestos

que se eon.sidetat6n e.seneiales pana una buena alimenta- 

c.í6n . 

El téxmino vitam.ína B soluble en agua 5uéintxodu- 

ci.do pon Mc Collum y Kennedy en 1916 paha deset.íbEx

a este tipo de . sustancias como alimenticias. Postexiox- 

mente se pueso en evidencia que la vitamina B eta mas

bien un complejo que una entidad única, designándose - 

nueve compuestos pxincipales como miembxos del comple- 

jo B . Ellos son : 

Tiamina - Riboblavina

Acido Nicot.ínico - Pitidoxina

Acido Pantoténico - Biotina

Inositol - Colina

Acido Pata- amino- benzoico



CON TENIDO

a) H. is-ton.ia de . Cas v.i.tam.inas B, B6 y 61 2. 

b) Acc.i6n 6anmacoY6g.ica de . las v.i.tam.inas 81, B6 y 81Z
c) Canaetents.t.ieas o2ganoZéptí.caó y bisíeoqutm.icas de

Zaó vítamínas 81, ¿ S6 y B 2 . 

V_ I_ I A_ M T N_ A___ B_-_ i__ 7_I A M_ I_N_ A_ 

Fué el pnímeno de . los mícrabws del complejo B en sen identí.6.i- 

eado qu,L-úcamente. Hechos ne.lacíona.dos con eu aí,61amiente cztan del s.¿g¿ o; 

XIX, cuando 7akahí dnnmdUcamente nedujo & ínci.deneia de 8enibeni, en la. 

Anmada 3zponesa, . ináUtuyendo c,ientaa n.e6omnas en la dieta. Poco deapués - 

F¿jb7ajL un S.iei6logo Danéa en - Uva, demos. tn6 que endivíduo6 que desatw- 

Q2anon Benibeni, mie~ subzí.5tCan a base de at oz, se pudíenon cunak - 

de su en6emnedad, po,% la adíei.6n de cciswa de atxoz a su dieta- '[ hs ade- 

kan.te U míbmo nepnodujo éa.tos hallazgas clínicos expen.íment..almente en ga

Unas. . 
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Tiempo md¿ . tande Funk a¿s Z6 a pantín de cb ca ta de a vw z y de

levaduna, una suátancí.a c1rí6ttal.ína que exa eSee.tíva en 2a ptevencí.ón y cu

a del Sehi.behí, ptovocado expenímentaRmenie. El compuesto contenta ni- 

ttLSgeno bás.íeo y se pens6 que ena una arnína, que como ena también aencial

paha, ta v.ída , Funk ttam6 pot eons.íguiennte a ta sub-taiicía v.itamína un

tUmino amplíamente adoptado paha de6ígnat s" tancías at.ímentícías adí- 

c,onaleó y conseAvan6n ta palabta asígnada de " v.ítanuína " cuando ----- 

tatlazgos pos.ten,íotes tevel= n un amplío espect.cw gw5ni.co paha los com- 

puestos es eneíales aLánent ícíos . 

Erz 192o, ia vítamína B1 Sué a.í.stada en su Soma ctatalína pot

Im6en y Donath y en 1936 Wíllíarns detenmu:n6 su e,s.rhuctu,ta, ta cual ven,¿ 

Sic6 pot sín.tesí6 el mísmo a¡ -to. Et Consejo de Faantacía y Qut& íca adc. 7. t6

el nombnte de Tíam.í.na, paha deisígnan a ta v.ftanúna B1 ct¿i.taeína y ¿ Nte - 

e6 ahona su nombne o6.íeíal en Ca USP. 

A_ C_ C_ I O_ N--- F_ A_ R_ M_ A C_ U L U G I_C_ A

La T¿am¿na es s. ín.tetízada pot ea6 plantas y diveuos mícawotganís;nos, en

las pnímet" parece aetuat como hormona., se Sonma en la6 hojas y es --- 

tnanzpontada a las taíces donde tegula et e cecimíento. Et organ.ísmo a- 

nimal ta puede ptoduciA en eant.Cdades peque.ña6 pot med ¿o de ta 6tona ín- 

testí.nal, peto su aponte depende esencíatmente de tos aalcmentos vege.ta- 

te6 ( v,; tamína 81 t.íbte ) 6 de or.Egen an,únal ( coeanboxilasa ) . 
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CARAC7ERISTICAS ORGANOLEPTICAS y FISICOQUIMICAS

Sua.tancí_a ex ataQína blanca, eoP.uble en alcohol, agua, ínse

Luble en dí.aoZventea de gtaaaa, Loa cni.a. talea de ceoAh dnato que se ob

tí.enen de una soluc (5n aecoholí.ca tienen punto de 6uaíón de 249% eon

e<stablea aí ae conaexvan en estado aeeo y Uenenolon a 2evaduna. " - 

ea. table en soluci6n ticída y ae puede caLentan sín que se deaeomponga, 

peto ea í.nea.table en eoLucí.6n neutAa. 6 a.Leati.na. 

La molécula cona -ta de doe aníl oe: EL de pixmidína y e2 de

tíazoL unídoa put medío de un gtupo metí' eno; en ea.te punto ee e6ectúa

La deaí.n tegtaeí6r. de La m62ecu.Ea. cuando se caP.í.en,ta en ptea enc.í.a de hu

vnedad y con un pH neuttu 6 a2caeí.no. La deeíntegpeacíí6n de La moLéc

la 4eae e6ectúa en 6onyna cua títatíva en pteeencia de íonea bí.6uL6ítc, 

teaeeí6n que eínve pata ptepa2wt anUcuio,6 a& oe>zt,¿cíoe que no centen- 

gan tíamína y que han de aet utt lízadoa en bíoenaayoa. 

La tí.amína ea ox.í..dada en solucí.6n aLcalí.na y convextc:da a tíoctwmo, -- 

aua' ancia. óín actividad biu ayíca y jiuotecvr ce, ta v4,,ra..,4na puha. no - 

6e o x ída 6Sai,Ymente al cite. 
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VITAMINA 86 ( PIRIDOXINA ) 

HISTORIA: 

En los años 30s vatios grupos de Lnvest.igadotes des

ct.ib.ieton un 6actor de vitamina 8 esene.ial en nuttíc.i6n ani

mal , el cual se cree ahata es la pit.idox.ina. Sin embargo

no 6ué hasta 1935 que la natutaleza compleja de la vitamina

B6 ha . s . ido sujícientemente esclatee.ída como pata petmít.it

a Batch y colabotadotes conclu.it que un tipo partículaA de

detmat.it.is en tatas eta debido a la 6alta de una vitamina

espec, Jíca en la dieta . 

En 1936 8.itch y Gyotgy díerón el nombre de v. itamína

86 a la sustancía y ptesen.tatón algunas detalles de su es- 
tructuta química . El compuesto 6ué después ident.i6.icado - 

quím.ieamente pon un grupo de ínves.t.igadotes y subsecuente- 

mente sintetizado . El nombre no aptop.iado de p.it.idox.ina

6ué asignado pot el Consejo de Fatmac.ia y Qulm.ica, en base

a su esttuctuta quím.íca . 



ACCION- FARMACOLOGICA

Lod tejidos anímale4 contienen v.ítaminab B6 px.ín
c.ípalmente en 6oxma de píxídoxal y p.ítidoxam.ína; lob vege

taleb contíenen también p.íx.ídox.ína en gxan cantidad. Lo4- 

txea compue4to4 ( p.íx.ídox.ína, p.íx.ídoxal y pít.i.doxam.ína) , - 

be íntexeonv.Lexten d.íteetamente o poi medio de 6os6atos, 

en v.íxtud de un mecaní4mo enzímat.íeo desconocido, los -- 

44ato4 4on veh.ículob de la actividad vitamínica. 

La ebpee.íe humana sintetiza vitam.ína B6 sob, -re to
do en la 6loxa del . íntest.íno gxueso peto no 4e sabe bí el

oxganí.bmo utiliza esta 6uente de v.ítamínas ni en que medí

da . En la pt.ímexa í_n6ane.ía no ex.í4te ésta sí.nteái-6 6 eb- 

tl muy xe4tt,íng ída. 

La p.íxídox.ína muestxa acceíones óatrnacod.í.nám.í

cab bobtebal.íentes después de 4u adminístxae.íón ya sea In

txaveno4a u ctal. Dosís del xango de 3- 4 glkg de peso pto

duce convul.4 íones y muerte en an.ímaleb, peto dos í3 menaxeb

pueden adm.ín.cbtxax4e 6ín ní.ngtín e6eeto. 
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CARACTERIS TICAS - ORG.ANOLEPTICAS - y - FISICOQUIMICAS

La p.Lt.ídox.ína ct.í6.tal.ízada como base l.Cbte en Jon

ma . íncolota, hunde a 160' C, • t.Lene sabot amargo y es 6ác.íl- 

mente soluble en agua, alcohol y acetona. El ptoduc.to co- 

metc.íal es el cloth.ídta.to ct.ís.tal.ízado, el cual es soluble

en agua y alcohol y se subl.íma con 6ac.íl.ídad. 

La p.ít.ídox.ína es una de las vitam.ínas más estables

y tes.íáte el calen.tamíen.to en 4oluc.í6n ác.ída 6 alcal.ína. Sz

des.ttuye calen.tandola 5 horras en autoclave y en soluc.íón

d.íluída se al -teta algo pot la luz, peto en las cond.íc.ío-- 

ne6 de 6abt.ícac.í6n y con6etvac-í6n de al.ímen.tos y ptepata-- 

c.í6n de Jatmacéu.ticoz tes.íte b. íen. 



13 - 

VI7AMINA 612 ( CIANOCOBA1.,OINA ) 

NIS 7ORIA

La hí3tonía del descubxmíento de .¿a v-i.t ¿ na S12 eomúenza
en la dehc.,ípci.án de Add 4on en 1849 y 1855 eon lo que s" contem- 

ponaneos neconoc.íeton como anemúa peAníc¿oaa 6 qu,íza antee con el- 

nelato de Combe de un caso cei.¿w como " Algún desonden de . eos - 

onganoa d..geetívoa y ae.ímUaUvoa" 

El deaeubx¿m¿ento del vaeon. ;WtapltLtíco del h£gado en la a - 

nema peAn cíoaa pot M.ínot ganadoA del PAemio Nobel en 1926, 6ué - 

aegu.ído pon la demoatnacíón de Castee en 1927 de que en el jugo --- 

gasth,£co nonmal 1u~ o eontíene un 6actoA .íntlt.£ytseeo que se conb.í- 

na con un 6acton extx£nseeo eon.tenído en pnote¿na andmal, to quz - 

neau.lta en la absoneí.ón de un px¿neíp.io ant,¿-anemía penru:cí,oaa. 

En loa 30a intentas upetídoa paha aizlaA e ¿ denti j¿caA eí

6ae.tox extt¿m eco aetívo qulmíeamente tuv.íenon como tu u¿ tado un - 

ínenemento en la pux¿6lcac ,5n de extnacto de hígadc, í ,¿¿ s y Aso- 

cí.ctdoa ducx¿bíenon una anemia maet cZUca en mujeres Indues en - 

8ombay, asoc í.ada eomumnente con esta.doa de embarazo, que tupond.ían

a la ter la con bfatn¿te ( una pnepahací6n eomvtcíal de levaduha- 

auto izada ) . 

Elloa pwdujehon este mcamo típo de artemía en monos sumútíá

dolea eselusívamen.te lo que coman utas mujenea------------ 



14 - 

y nebpondi.ex.on a2 6aeton de Wíll6 pxe6ente en los extnactus

de hígado enudo, peto no pxe6ente en ¿ a 6xaeei.6n m64 puxa - 

e6eet.íva en el tnatamíento de la ane -mía pexnícíoba. Noóotxos

ahorra babemob que 2o6 ex-txac.tos de hígado mdz puni,6i.eado6 u- 

6ado6 pox Wí.2.26 conó.íbt.ían de una solucí6n 6alsamente puno_de

vitami.na 812 y que el 6actox Wít.26 no es 6tno ácído 66 ico - 
que 6ué excluído de 2o6 extxacto6 de hígado pu.nob en el p4o- 

ce6o de pun.ia.ícací6n. 

En 1948 6e pnodece el aí6.2ami.ento de la vítamina - 

8i2 cni6talína a pant.ín de coneentnados de hígado pon R. ckes
y colaboxadoxes en los EE. UU. y ca6.í símuetttneawente po.x Sm.í- 

Th y Paxken en la Gnan 8xetaña, eon e2 aí4 lamiento de la ví- 

tamína 812 , 8exk y asociados demobtxaxon que esta vitam.ina

contenía ambu6 6ac.tones e2 extn.ínseeo y el px.incípi.o ant, - a- 

nemia pexníci,oba. 

ACCION FARMACOLOGICA DE CA VITAMINA 812

Hay pxueba6 5u« cíente4 de que !' a vi.tami.na 812 e6 - 

el 6actox eontxa la anem.La pexnícío6a y 6u e6i.eacía en el -- 

tnatamíento de Qa6 anem.ía6 macxocítícaó e6 i.gual a fa del - 

extnacto de hígado. Cuando 6e txata la anemi.a pexniei.o6a -- 

con v. it¿urína 612 pot vía i.ntnamubculan, e6ta pxoduce mdxíma- 

nebpuezta xetículocíti.ca en un pexiodo de 4 a 9 días y 6e nox

maliza e¿ cómputo exítxocitatío y 2eucbci.tani.o de 4 a 6 6ema

nab . 
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Es sotpxendente la mod.í6.ícae.í6n "que expex.ímenta la médula 6 - 

sea cuyo estado megaloblást.£eo se vuelve noxmobldst.íeo en no

cae hozas eonsecut,ívas a la . ínyeec.í6n de peque¡ -i s. íinas dos. ís

pon ejemplo 1 meg de la v.ítam.ína. Se cxee que esta bustane.ía

es el 6aetot extx,lnseeo de Castle, cuya absote%6n en el . ínter

t.íno es Sae.íl.ítada pon el 6acton. . ín.tx.ínzeco ex.ístente en el

Jugo gástt..íco noxmal. As. í pues el de6ecto bíoqu.£m.íeo en los

enSetmos de anem.ía petn.íe.íosa pateee rex Salta de e.Caboxa-- 

c.í6n de• d.ícho 6aetox .íntt.tnseeo. Pot esta xaz6n la v.ítam.ína

8 T 2 adm.ínxAttada pox vía bucal es mucho hienas e6.ícaz en los

en6ex.mo,s de anem.ía petn.íc.íosa y entexamente , í.ne j ícaz sí hay

Salta total del 6actot . Lntx.ínseeo.. Sí es normal el jugo gU

tt.íeo la v. ítamina ínget.ída es solo un poco menos potente que

cuando se . ínyecta pon vía íntxamusculax. Sí hay jugo gastx.íco

noxmal la dos.íb . ínget.ída ha de rex entre 30, 50 y aún 100 ve

ces mayor que la dos -ís . íntxamusculat para pxoducít una tu -- 

puesta. 

La vítam.ína es -, 6. íeaz pata pxeven ,% las le4íones nen

vioóas que son comunes en la anem.ía petn.íc.íosa, se ha obsexva

do que la adm.ín.ísttac.í6n de v.ítam.ína 8i2 hace desapateeet ná- 

p.ídamente síntomas de secuelas netvíosas de dl.eha anem.ía. 

S. ín embaxgo pateee set que la cutaeí6n depende más

de la duxaciJn del padec.ím.íento que de la magn.ítud de las le- 

s. íones net.v.íosas , las cuales cuando son ínvetetadas e6 menos

ptobable que Buten. Se ha obzexvado tarnb.íén que en el espxú

tnop.ícal y las anem.ías maetoc.ítícas de la nutt.ící6n teaeeío- 

nan Savotablemente hasta cutat del todo co¿ ésta v.ítami na, 

que entonces ez e6. ícaz pot vía bucal.' Hay algunas ptuebas de



que en c,íertos cazos la ad.íc.íón de vitamina B12 a la al.ímen- 
tac.í6n mod.í6.ícada 6avorablemente el etee.ím.íento de los níños

pero elaxo que eetas obeepr.vacíone.5 nequ.íeten ultet.íot vet.í6.í- 

cac.í6n. 

La vitamina B12 es el pt.íncd.p.ío b. Loquím.íeo más act.í
vo que se conoce, su actividad en las bacten.íaz se mide en m.í- 

lim.íer.ognamoz y en el sujeto humano un m. ícnogtamo al día en

el ttatam.íento de anem.ía penn.íc.íoba equivale poco máz o menos

a la actividad de una unidad USP de extracto de hígado. 

No be conoce a ciencia c.íetta la maneta en que la vi

tam.ína B12 esttimula la síntesís de los componentes nrrmales
celulatee de la sang& e. En los m.ícnoorganizmos ptoductotee

de ác.ído láctico se evita la necuidad de la vitamina cuan- 

do se añade t.ím.ídína, el desox.írníbes.ído de t.í.mína al medí., 

basal. Es pos. íble que la vitamina catal.íee la s ¿ ntes.íz ae - 

Tím.í.dína y qu.íza de ottoe componentez celulanes. Es ev.íden- 

te que aunque el leído 6Sl.íco y la vitam.ína 9123on e6. ícaees

contra la anem,ía maetoc.it.íca, uno de ellos no puede sust.ítu

ír al otto. La vitam.ína B12 es el agente nutr.í.t,ívo . índ.íspenea
ble de L. laetís, L. le-íchman.í.í, Euglena gtac.íl.ís y de E. Colí

y qu.íza de algunoe ottos m.íctootgan..íamos _ 

METABOLISMO DE LA VITAMINA B12

Pata su absoreí6n la vítamína B12icequíere una glueo

proteína que es seetetada pon la eélu.Za pat,íetal de la muco- 

sa gdsttica, se . ttata del óactor ínttlnseco, que tiene un pe



zo molecalax de apxox madamente 55000

El 6aetor . íntx.íns eco se comb.ína con la vitamina 812

y e2 complejo así 6oxmado es captado en pxesencía de . íones- 

caíe•ío po•t xeceptokes espec.Z6.tcos del borde pen.íe.ílado de -- 

las células mucosas del . íleo. Dos pxoteínas plUmat.ícas -- 

pueden lígax la vitamina 812, una gíobulína llamada ttanseo- 

balam.ína I y una gEobulína que es la transcoba2amCna 11. S.í, 

se examina el pl" ma de un individuo sano se comprobará que

ía vitamina 8i2, se halla pr.íncípa.2mente combinada con ía -- 

gZobulína . S. ípor vía oxaC o panente•tal se adm.i.n.ístra a éste

individuo B 12 es ta vitamina s um.ín.í.s trada se 6í j a pr.ínetpal- 
mente a la gíobut.ína,29 qu.íza porque la globulína,lya está casi

saturada con la vitamina 812 end6gena. La globu ína -15lí- 

bera con rap.ídez Qa vitamina 812 hacía íos tejídos, m.íentr,a.s

que la globulína cL Q.. íbera ía vitamina eon gran lentitud. 

Esto sug.íere que 2a g2obui.ína 4 aetua como proteína trans- 

portadora de la v, ítamína B 12 en tanto que la g 2obulína -°- eá

ía._pxote.ína de almacenamiento de Ca vitamina 812e.íxculante. 

Sí se adm•ín.ístxa parentexalmente más v.ítam.ína 812, 
que ea que éstas proteínas píá.amat.ícas pueden 61jax , el exce

se se excreta pon la ox.ína, esto se demuestra con la prueba

de SehUlí ng ( dos. íz satunante de Bit ) •*' Ambas proteínas

6. fjadoxa4 son glucoproteínas, ta pxateina coputante de la - 

g2obulina es sintetizada en granuloe.ítos. La tasa pQazmdt.í- 

ca no, unaP de la v.ítam.ina B12 ez de 200 a 400 mícxogxamos ó
p.ídogramos/

em33
Los n.íveíes . ín6ex.[ores a 100 míerogammaslem



señalan de6ícít de vitamina 812 . 

Se eneuen-tnan tasa¿ muy altas de vitamina 812 en la
leueem.ía gnanuloc.ít.íca cnbn.íca, metaplas.ímielo.ide y pol.ícite

mía veva, como neblejo del aumento de pnoduc.c.íón de pnotúaa

eopulante de la globul.ína en los tnanatonnos de gnanulopcgeáíe

ínenementada, tambi en se hallan alto,& n.íveles en las hepatapa

tías . 

El onganísmo humano contiene pat ténm.íno med.ío o: xa te

tal de 5000 gammas ( 5 mg) de vitamina 812, unas 1500 gamw" 

se eneuentnan en el hígado y oteas 3000 gammas en el mttbealrm, 

el nequexim.íento nonmal dían.ío ose.íla entre 1 y 2. 5 gammaa. 

se necesítan van.íos años en que halle la absonci6n de la villa

mina 812 pana que se pnoduzea un de5. íc.ít en un individuo n.xo- 

tes sano. 



CARAC TERISITICAS ORGANOLEPTICAS Y FISICOQUIMICAS DE LA VI- 

TAMINA 812

La vitamina 812 y ezpectb.i.eamen.te su 6otma iná4 ce
mán la c.íanocobalam.ína e4 lnodoxa e . ín4 ípeda, existe como

un polvo rojo o cr.ístale,s rojos, muy h.ígtosc6pícos en 4u - 
e4tado anh.ídno, la humedad puede sex extta.ída a 105° C ba

jo presión nedue.ida, la v. ítarína 812 e4 soluble en agua -- 
axn.íba de 1. 25% xelat.ívamente soluble en alcoholes bajos

y 6enoles, peno . ínsoluble en la mayon.ía de los solventes - 

orgán.ícos. Los etístale4 empiezan a oscunecense a 210- 

2Z0 ° C y 6unde a 300' C. Aunque la c-íanocobalam.ína en la

cual el gnupo c.íano e4tá coond.ínado al dtomo de Co, es la

poxma más eomán de la vitamina 812 también existen otnas

6oxma4 de la4 euale4 los . íone4 - OH ( h.ídtoxocobalam.ína 1, 

NO2 ( N. ítn.ítocebalamLna 1 - HS03 ( suláítocoba.¿am.ina ! 

4u4t.ítuyen al gnupo c.íano

El colon tojo 4e debe a la pne4enc.ía de Co la u-- 

n.í6n Co es má4 bien eo- alante que ioníca . La cianocobala

mina absorbe agua, el ptoduc.to ín.ícal contiene de un 10 a

12% de humedad absorbida . La actividad e4 desttu.ída pot

metales pesados pot oxCdac.íones 6uextes o agentes xeduc- 

tones peto no pox autoclave en petíodos eorto4 a 121° C . 

La 4oluc.í6n acuo4a tiene un pH neutro, aunque su e4tab.íl.í- 

dad mdx.íma es de 4 . 5 - 5 un.ídades de pH . 

La Coenz.íma B12 d.í6.Lexe de la e.íanocobalam,ína en - 
que en lugax del gtupo e.íano, tiene unido al Co un gnupo 5

deox.íadenos Cna
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Cuadto No. 1

Catac.tetts.t.ícas otganotep.t.ícas y 6í4ícoqu.ím.ícaz de tas - 

V,í.tam.ínas 812 , 81, 86

B/ s ( resultado en base seca ) 

B12 8' B6

Desct.;pc.íón

Ct,ís.ta.te-5 de co
Con tojo oscuto

Polvo c,t.ís.ta2.íno
con ol.ot a nue- 

cu. 

Ct "sta b de
coon aneo. 

Fórmula
Condensada e 63H89CoN14014P C12H180N4SC12 C8H1103N

Peso moteeutat 1355. 40 337. 29 205. 64

Punto de Fustán 300 ° C 248- 250 ° C 202- 2060C. 

Sotub.ít.idad Agua, Alcohol Agua, Glícetína Agua, alcohol

pH 4- 5, 5 2. 7 - 3. 4 3. 0

Puteza 96- 100. 5% 

Bis

98- 102% 

Bis

98- 100. 5% 

B/ S. 

B/ s ( resultado en base seca ) 



Nombre Nue£ e6t.ído base O ba envae.ioneb

Seudov.ítam.ina 812 Ade.nína Pn.ínc.ipaEmen.te activo paha bactet.Cas ( E. col.i) 

Facton A 2- Met.íladen.ína Activo pana c.Cextas bactent.as: tnactdvo paha
el pollo. Se neabsonbe mak en el tntestíno. Ad_ 

m. ín.ístnado pon vía pnente.,tica, se acumula

pn.ínc.ípalmente . inaltexado en el hígado. Escasa

mente e6. ícaz en la anemia petn.ie.i.osa. 

Factor 8 ......... i s< n nuele6tído ) Poxc.í6n excenta de nuele6t.ído de 81 , zeudovíta

Muymina 8 y Facton A. activo pah algunas

bactetí s, inactivo pana nata y pollo. Se neab— 

sonbe mal en el ínteztíno. Inactivo en la anemía

pennlciosa. 

Faetu4 C ......... Guanína (?) Mezcla de 2 compuestos muy s. ím.ílaAez Cl y C -- 
pnoeedente de heces de tenneno. De activida5 en

las bactet.ías 6ími£ ates a la del Facton 8, en

el que se convíerte poco a poco en boluci6n acuo- 
sa. 

Factor D ......... Desconoe.ído Pigmento ac.ído nejo, de heces de tenneno, b. ín- 

act.iv.i-dad vitamínica, tal vez sea un metaboldto

í ntenmed.íartío . 

Facton E ......... Deseonocído P. ígmento ac.ído aojo, de heces de ganado pone.íno

y bovino o de natas, tamb.ien se eneuentna en pxo

duetos de 6enmentací6n. Act.iví.dad pana bactendas
como la del Factura 8. 

Factor F ......... 2- Met.íkmexcaptoaden.ína ? Pninc.ipat componente con actividad de 812 en he
ces de pollo y en la de cerdos. 

Facton G ......... H. ipoxantína Producto de de.sam.ínaeión de seudov.ítamí na 8l , 
en h¿ ces de tennenos y sendos, muy activo pd a
E. Col.í. 

Factox H.......... 2- Met•ith-ípoxant-yia Producto de desaminací6n del Facton A, en heces

de tenneno y cexdos y- aetíva pata E. CoI.C. 

Facton 1 ......... 5- Híd4oxíbenc.imí.dazol Idént.íeo al óacton B 12 111 de lodos de atcanta
titla activo pana bacten_i.as y p011uekos. 
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CAPTTULOIII

DESCRIPCION DE LOS METODOS ANALITTCOS OPTIMOS EN LA DETER.MI_ 

NACION- VE_ LAS_ VITAMINA- B L_ B 61- B 42- COMO MA TER1A_ PRIMA _----- 

fue una maneaa genena.t Zo4 método4 pana la detexmína

c.í6n de Za4 vitam.ína4 e.ítada4, 4e dividen en: 

a) Qu.ím.íco4

b) BLoZ6gicos

Loo . Métodos Qu.ím.íco4.- Nos indican la pnesene.ía i' e1

grupo a euant.í6t.ca)t de acuerdo a 2a técnica, poi ejemplo el

coZo•t, máz.ímo en una gndáíca y a una longitud de onda. 

Loo Bíol6g.íeos . - Noe de-teim.Cnan la potencia 6 ac- 

t.ív,ídad de la v.ítam.ína a níve2 6une.íonal I genea.aZmente . se - 

emptean animaZes ) . 

EZ uso de uno, de oteo, 6 de los doh depende del -- 

u4o a que está dest.ínado el medicamento y obviamente a Zab - 

cond.íc.íone4 del Labotaton.ío . NonmaZmente Zos bío égico4, no

se usan debido a que son tandados y di6.íeultoso4, además em- 

plean más equipo humano e . ínbtnumentaZ que los qu-ímí.eo4, los

m.{. cxob.íoZ6gíeos se emplean en la actualidad parta med.ín la - 

aet.ívídad de Za vitam.ína 62ente a alguna cepa de m.ícnoonga-- 
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n.ísmos especíííca y de teque4ímíentos nutt.ít.ívos especíales. 

En este trabajo expondtemos solamente les métodos- 

qu.ím.íeos y m.íetobíol6g.íco4 pan consídetatlos más empleados en

la Industt.ía Fatmacéuti.ca. 

Podemos d.ívíd.ít los métodos de valotacíbn de v.ítamí

nab a . saber: 

Mcn.íeas espeetto6otom6tn.i_cad
J. - Métodos Qu.ímícos

Técnicas Ctomatogtd, icas. 

2.- Métodos Mictobiol6g.ícos. 

Todos estos métodos estan •relacionados entre - sí, pot

ejernplo; en el método etomatogtd6teo se hace la sepatací6n - 

del aet.ívo a cuanteat en la placa, columna y/ o papel cotnes- 

pond.íente, ya sepatados de aeue•tdo a su R6, se se sepata la

mancha, se eluye y se hace la lectu.ta espectno, otemétníca

En el caso del míctob.íol6g co se hace la leetuta 6ínal de -- 

los resultados pot volumett.ía o b. íen pox tutbid.Lme.tn.ía. 

Desen.íb.ítemos de una maneta muy someta los métodos - 

de andl.ís-i,s de las vitamina 8J , B6, 8 2 dando las ptincípa- 
les e.ítas b. íbl.íogtdSíeas las cuales son una teeopílaci6n de - 

as técnicas empleadas pot algunos Labonatoxios cuyos ptoduc
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toz son v.ítamín.íeos l.íob.íl.ízados, tales eomor Mexek Méxcco, 

Caxtex Wallace, óxupo Rousett. 

En la 6 ígu.íente tabla hacemos el xegiztxo 4ín6pt.íco

de los métodos ut.íl.ízados pon estos Laboxatoxíos, las c.ítas- 

b.íblíogná6.ícas y los bundamentos de . los métodos menc.íonados

en la tabla y que ze desex.íben a cont.ínuae.í6n, y pot ultimo

aquellos que 6uexon util.ízados en la pante expex.ímental du- 

xante el, desaxxollo de este txabajo. 



PRINCIPALES ME ID DOS EMPLEADOS EN LA VALORACION DE VITAMINAS

M E TO DO S B1 B6 B 12

Ftuo4omWt ico

Eepec.tAo5o.tomé.taico V.ia.Cbte

U. V. 

Cnomatog4dd icoa

M. ic4ob.io•e6gicoa

Votumé.tn.icoa

Potanognái.icóe

Gnavimit4icob

i

Mítodoa empleadoa máá comunmen.te, cuyo & ndamen,to ee deecn..Cbe en ea -te capítulo. 
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Métodoe pana la deteamínae.C6n de la v.itamína 812 coma matvLia
Pxíma : 

1.- Método espect%o6otométA.ico: 

a) 8A.itsh Phanmacopeía, 1973, pág. 233. 

6) Fatmaeopea Nacional de tos Eztados Uni_doz Mex.íca- 

nos, 1974, 4a Ed. pcfg. 626- 628. 

e) " Fatmacos 73" De la Comíóí6n Técníco- Consuttíva- 

de la Camara Nacional de la IndustA.ía de los Laóo- 

taton í.os Qu.í.míco- Fatmacéut.ícos . pág. 175 - 177. 

d) Manzun, Haque, Hashm.i,. Ed. John Wiley and Sons. - 
1973. Assay o6 vitamin in Phatmaceut.ícat Ptzpata-- 
tions. pág. 243- 246. 

e) Stnoheeket, he.inz M. Henning, Vettag Chemie 1966. - 

Vitamin Assay. 

6) The United States Phatmaeopeia, 1975. 19a. ed. Pdg. 

110 - 111. 

F UN D A M E N TQ

El método espectno6otométkíco paAa analí,zaA 812 co
mo matetía pit ma, ez muy ímpottante y conó.Cbte s. ímple y s ene.i

llamente en hacet una dílací6n de la matetía ptdma y e6eetuaA

lecturas a d.í6enentee longítudes de onda , pata que la matetía

pníma pAee ente Qos mdxímos dentro de es peci6ícacíones , dadas

así: 



M&M

La v.c tam.in& 812 ( Cie-noeobalam.ina ) e e tee a- 

361 nm ( ; 1 no 1. E - 207

278 nm ( ± 1 nm ), E - 115

548 nm ( ; 1 nm 1, E = 63

La vitamina 812 ( H. idxozoeobatam.ína ) se lee a: 

351 nm ( ± i nm ), E = 188

274 nm í ± 1 nm ), E = 145

522 nm ( ± 3 nm ), E = 60

Con esto además de la vatonac.í6n espectno6otométx,íca de la v. í

tam.ína 812, 4e hace a ta vez la ¡ dent.í6.ícací6n de la misma, esta

bleciendo la nelac.í6n de taz absoxbancías. 

Se xeeom.íenda eonxex una cxomatogxabía en pizca 6. ína

pana obáexva)t las ímpuxezae colon.ídas que pueda contene-t Qa ma

tenía px.í,ma. 

En otnaz técn.ícaz se nos . ind.íca hacex la d.íluc.í6n pa

xa la v.ítam.ína 812 ( Acetato de H.ídnoxocobatam.ína ) en soluc.i- 

bn bu6De.% de aeetatoz, leyendo a laz m.ísmas tong.ítudez de on- 

da. EL objeto de hacex la d.ílucí6n en bu66ex y no en agua- 

ez: Mantenex estable la zoluc.í6n de acetato de h.ídxoxocobata

mina. 

ME10DOS CRO MAIOGRAFICOS: 

En sub doe ezpec.ía¿¿dadee: Columna y Placa 6ína. 
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a) Manzux, Haque- Hazhm.í, ed. John Wiley and Sons- 7973. 

A46ay o6 vitamin in Phaxmaceut.ícal Prepaxat.íons. pág. 
265- 267. 

b) Stxoheeker, He.ínz M. Henn.íng. Verlag Chemie 1966.- 
V,ítamina A46ay. pag. 155- 161- 163. 

F UN D A M E N TO

El Sundamento de los metodos cxomatogra6.íeo6 en pla

ea 6. ína y en columna. e4 el m. ísmo eon la vatiedad del sopoxte. 

V en genexal el 6undamento de la exomatogxa6l,a e4 el
siguiente: 

La ctomatograltia en todas 4u4 modal.ídade4 ha encontxa

do xesonanc.ía en ea -sí todas lo4 Laboxatox.ío4 Quím.íeo4, deb.ído

a su 6áe.íl ejeeuciin y bajo co4to. Mucha4 de las detenminac o- 

nes seguidaz en la Industrtia Faxmacéut¡ ca y en la alimenticia

4e basan en los métodos cromatogxd6.Ccos. 

El Sotán.íeo xueo Míchael T6wett 4epax6 pot ptimexa

vez en 1903 pigmentos de planta4 mediante S. íltxaci6n de 4u6

extractos 4obre una columna de carbonato de calcio en un tubo

de v.ídrtío, este impxe6. íonante trabajo eontxíbuyo poster.íoxmen

te a una d.í6u4í6n rap.ída de éste método de sepaxaci6n medían - 

te el cual pAine.ípalmente la qu.ím,íea de p.todúctos natuxale4 - 

xecíbíd un enoxme . ímpul4o. 
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Cada modalidad de exomatogxa6.ía xepxe,senta 6en6menos d.í6exente,& 

según ta,s condiciones de txabalo. Lo que tienen en comán todos

los pxdnc.íp.íos cxomatogxd6.ícoa son su 6oxma de apl.íca:ci.6n, ya

sea exomatogxa6.ía en columna, Cxomatogxa6.'ca en papel, Cxomato

gxa6.ía en placa 6•ína o Cxomatog4a6.ía de gases, además de que

todos . Llenen como 6• ínal.ídad la 4epaxací6n de mezclas de sus- 

tane.íaz dependiendo de Zas eaxaetexístícas moleeulaxes de las

m.ísmas . ' 

Las px.Lncípalez técnicas cxomatogxd6•ícas son las de

adsoxc.í6n. y de paxt.íc.í6n. 

En la cxomatogxa6.ía de adsoxcí6n se lleva a cabo la

zepaxaci6n de una mezcla de sustancias depend.íendo de ºa, 6 d.íóe

xentes eaxaetexZzt.íeas polaxes de ellas o sea de la capacidad

de 6oxmax enlaces con la supex6.íe.íe activa del zoxbentef sopux

te 1 en la 4upex6ície activa del soxbente ex.ísten 6uex_ a4 4 ec

txostU íeas en 6oxma de xej.íllas dependiendo tanto del . tamaño

del gxano como de la supex6.íc..i.e de este, pox lo que las sultan

e.íaz polaxez o polax.ízable-, se un.íxán eleetxostát.ícamente a - 

este pxoceso se le .Flama adsoxe.í6n. 

En una sustancia polax el eentxo de caiga se eneuen- 

txa en d.í6exen.te posíci6n espacial que el centxo de caiga ne- 

gativo. esto es que la sustancia 6oxma un d.ípolo, el cual es

atxaido eleetxostát.íeamente pox el soxbente. 
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Una vez un.ída la 3upeAjícíe del 3onbehte a ta suztanc.ía elec- 

tnostdtticamente, se pnocede a elu.ín esta del sopoAte eon lí. - 

qu.ídoz de d.L6enente polan.ídad, es dee.ín, annastna la sustan - 

c.ía de donde estd unida mediante las 6uenzas compet.ít.íva3 del

solvente aplicado. 

El e6ecto de e2uc.í6n depende natunalmente de la constante d.íe

l6etn.Cca o polan.ídad del eluente. 

Completamente d.í6enente3 bon las bases de la Cnomatognaóía

de dístn.Lbuc.í6n, la cual como el nombne lo indica, se lleva a

cabo mediante la sepatac.í6n pon d.ístn.íbue.í6n en dos bases no

m. íse.£ble3 esto es, entree dos l.íqu.ídos no m.Cscíbles. También

la enomatogna6. ía de dístxíbucí6n tuvo su punto de pant.ída en

la columna. ~ ft.ín y Synge cangan6n una columna de t-íenna s. í

l.íeea con agua como base estacionan.ía sobre la cual aplica

n6n una solucí6n no míacíble con agua como ,/ yace m6v.íl y du - 

nante el tnanscunso del conn.ím.íento se llevo a cabo una díá - 

tn.íbuci6n contínua del problema entne las dos bases. ía3 sus

tancias se 4epanan6n en base a su coe6.ícíente de d.íztn.íbuci6n. 
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Método Micnob.Co. tbg.ico: 

a.- D. ibco Cabonaton.ieó. 9th ed. 1963. DetAoit

Michigan " DiSco ManuaV' pag. 221- 222. 

b.- Stnohecken, Heínz M. Henning. Venlag Chemie. 

1966. " Vitamin Abbay " 

c.- The a.doc.iat.ión o6 Vitamin Chem.ib.te INC. 

Inteuc.ienc.ie Pubti.6hene. pag. 262- 214. 

d.- Un.ited Stateb Phanmaeopea XIX pag. 613. 
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Reepec.to a métodos b. íol6g.ícoe pata la vaZoxac.íón de la

vitamina 812 Za6 cepas de m.ícxoonganizmo6 que 6e emplean
60n : 

Och7tomona6 maZhameneís

Euglena gtac.íZ.íe

E. co.Z. í

Lac.tobacillue Ze.íchmann.í.í

Ex.íeten d,í6exene.ías eons. ídexabbee en la e6pee.í6.íc.ídad

de Zoe d.ívet6o6 métodos m.ícnob.íoC69íeos apUeable6 a2 - 

an(í.Z. íd.ís de la vitamina 812

El método que emplea Oehnomonas exhibe mayo& upee.í6.í

c.ídad , ya que te,3ponde a aqueila6 cobaZam.ínas ( Benzoím.í- 

dazo.2- Cobalam.ínab) que po6een e6ee.to . texapedtico en la - 

anemia petn.íe.íosa . EZ eneayo 6e a6ec-ta poi la pne6ene.ía

de gnande6 ean.t.ídades de me.t.íon.ína , que s ímulan ac.t.ív.í- 

dad vitamínica 812 cuando se_ emplea este m. ícxooxgan.ísmo

Pot o. tna pat.te la ptueba con Euglena gxacílíe es po- 

s. í.t.íva a Za6 aden.ína- cobaZam.ínaz clínícamen-te . ínac-tíva6

y el Lac.tobac.í lue mues.tta xe6puu ta ademds a o. tnos de- 

t.ívado6 a4í m. í6mo clín.ícamen.te . ínae.t-ívo6 ( h.ípoxantína6

coba.Zamína6 y desox.íxx.íbosídos). 

Pox lo cual es e£ m,íe&oonganiísmo de e.Zecc.íón pata la

pndr-t.íca de e6. ta pnueba en la mayo&. ía de Zo6 . Zaboxa.ton.ío6. 

El eneayo que utiliza E. eo.Z. í ( ATCC 9637 mu'tan'te UV

113- 3) . todavía empleada con 6tecuencia e6 aún menos es- 

pee.í6-íea y pxezen.ta neaee.íón no eoZo a la me-t.íon.ína sino

también a Zas cobaº_ am.í^ u ea-t.^_r,fes de nuele6ttdes. 
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La eleeet6n del método depende pntincípalmente de la - 

eompostet6n de la muestna, el electo de las ímpuhezas tntenle-- 

nentes puede eltmtnatze en genenal pon simple diluet6n de la -- 

mueótna hasta aleanzah nlvelez de concentnací6n ínactívos. 

Pon ejemplo, los desoxtinnlb6stdos don menos aettvos - 

gue la vitamina 812, en un lactan pxopoxcíonal de
104, 

con lne- 

cueneta es aconsejable llevan a cabo una sehte de ensayos compa

nativos empleando dtistíntos míctoongantsmos 6 bien el mismo mí- 

cn000hgantismo peno con dtietíntoe métodos pana la phepaaací6n - 

de la muestra. 
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MÉTODOS PARA LA UETERMINACION 9E VITAMINA B1 y 86 COMO MATERIA
PRIMA. 

F.tuonométní.co: 

S.tnohecken, Heinz M. Henning. Ven.tag Chemie. 1966. - 

Vitamin Aabay, pag. 65- 67 ' y 136- 137. 

USP XIX Pag. 629

El método 6luonométníco ( neaccí6n . tíocnomo) , ez td ba

Gado en la oxídací6n de la .tíamína en 4o.tucí6n alcalína a . tíocno

mo, el cual . tiene una 4.tuone4cencía íntenaa azul, dependiendo de

la concenttnací6n de Tíamína en 6oQucí6n. Eo.te ea el método má,6

eepecílíco y usado pana de.tenmínací6n de vitamina 81 como mate - 

tia pn.Cma y pan.tícu.tanmenxe dtíl en el an1lí4í4 de mu.t.tív.í.tam.£- 

ni c.o 4 . 

CHF + CH3

2C.t

3C H3
S H2- CH2OH

H3

a.tca.t.t

K
H3C

S CH2CH2OH

3 Fe( CN)
6 ( 

Tiocnomo ) 
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ME TODOS -- ES PEC TRO FO TOME TRICOS PARA - LA - DE TE DE VITAMINAS

B1 y 136

í.- Stxoheekex, Heínz M. Henn.íng. Vexlag Chem.Ce 1966. - 

Vitamin A66ay. pdg. 88- 89- y 125- 127. 

FUNDAMENTO: 

La t.íam,ína y la pítídox.£na exhiben máx.ímo6 de ab3oxc.£6n

en la xegí6n ultxay.íoleta del espeetxo que eon buextemente depen- 

d.íentes del pH de la 6olucí6n, este método puede empleaxse en el

ensayo cuantitativo de t.íam.ína y píx.ídox.ína como matex.ía px.íma. 

Máx.imoh de la vitamina B 1

í.- En sotucí,5n de pfi = 7 ( bu66ex de bosbatos ) a 232- 233

nm, con el b. ígulente eoe6íe.Lente de ext.ínc.íón E= 345 calculado

en babe seca. 

í.í.- En 6oluc.í6n de pH= 2 ( ác.ído clwthídxíco) a 246 nm con

el siguiente coe6íc.íente de ext.íneí6n, E= 425. 

Máximos de la v. ítam.ína B6

í.- A pH = 2 en 6oluc.í6n de deído cloxhZdx.íco y a 291 nm, 

su eoe6.íc.íente de extínc.í6n, E= 430. 
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Métodob wtomatog,%46icob, Michobiot6g.ico4, Votuméta..í.cob, 

Gnavímét,tíco4, paha la detenmínac.í6n de vitamina 81 y 86 como ma- 
texí.a pn.ima. 

1.- StnohecáeA, Heinz M. Henníng, Ven.tag Chemie 1966. Víta- 

m.in A44ay. 

Paha la v.itam.ína 86, el método má4 empleado en la Indus

tn.ia fanmacéutíca e4 el método cotoh.imét4íco con 2, 6 d.iclonoqu.in.i
na- ctotim.ida. 

rir AfnAA] r&o rn. 

La ad.ic.i6n de la 2, 6- d.íclonoquínona- clon.Lm.ida a píxído- 

x.ina en cond.ic.ione4 aZcalína4 y con í4opnopanol convíente a la vi

tamína a un compuezto . indobenol de colon azul. 

Esta neacc.i6n colon,ida 4e aplica paha la detecc.í6n de

gxupos benol ínsust.itu.ibles en la posíc.i6n " paha" al gnupo hídno- 

x.iben6líco, 
esto no e4 ezpecí6íco paha Ea vitamina B6 . 

REACCIO N: 

CH2OH
Cl

HO CH2OH

CI -N 0

H3C N 
1

A I t
CH CH

2 _ 

H-CCt HO
f N U

H 3 C Ct
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La eepee.ís.íe.ídad 4. ín embango puede aumenzaue, pon la ad.íc.íón de

leído b6,u:co, con el cual se pnev.íene la Son . mac.íón de compuee- 

toa colon.ídoe azulee pon la Sonmací6n de un complejo con loe doe

gnupoe adyaeen.tee- CH2OH.- La deeven.taja de ée.te método ee la - 

íne4xab.íl.ídad del eompuee-to Sonmado. 

La med.íe.i6n del colon 4e lleva a cabo con . ínzenvaloe - 

de t.íempo nee.tn.íng.ído4, neeul.tando 6p.tímoe la4 lee.iunae que se - 

obtengan a loe 80 4eg. deepuée de la ad.íc.íón del neact.ívo de -- 

colon. 

Ee. te método ea el que . tí.ene loe te4ul.tados máe aeep.ta- 

blee en la delehm.ínac.i6n de v.i.tam.ínae 86 en mul.t.ívítamín.íeo4. 
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CAPITULO1V

ANALISIS EXPERIMENTAL

MATERIAL Y METODOS: 

Seleceí6n de métodos ópt.ímoa paha la detenmínaci6n de la V, ítamí- 

na 8 121 en pnea encía de Zas v.ítamínaz 6 r y 86 en pnoducto4 l í.o- 
6, íZ.ízados. 

Al anaYí.zan v.í.tamina 812 en un po ívítamíníco nos encon
tnamoz dos cazoz: 

a).- Productos que eont.íenen 812 en dos 6onmaz a la vez cía- 
nocobaZam.ína 6 b.íen h,ídnoxoeobaZam.ína base . 

En el caso de . Zoz productos que caen en el, . ínc.íso a) 

e2 pnoeed.ím.íento genena.Z ez: 

Tnans6on.man la h.ídnoxocobatam.ína en c.íanocobalam.ína con

soluc.í6n de c.íanuno de potaa.ío al 5% a detenm.ínan ésta cuant.íta- 

t.ívamente pon cnomatogna6.ía de columna., con la nes. ína adecuada. 

pon ejemplo: Amben.Z.íte CG - 50 t.ípo 11, IntencambCadon 6uentemente

áe.ído ( pnodueto de Menek Méx. ) 

En el caso de loa productos del . íne.íso b).- un pnoeed.í- 

m.íento ad.íc.íonal al anten.íon que se puede aplican es: 

Leen en el eapectxo6otemetno a 525 nm Za h.ídnoxoeobala- 

mina, esto e.6: 
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A6n cuando este pnoducto tenga vitamina81 y
vitamina 86

la h.ídnoxocobalam.ína pnedenta du mdx.ímo a edta longitud de

onda( 525 nm ) , et mdx.ímo a 351 nm ae enmadcana ya que a

eate oH la Tíam.ína y la Pín.ídox.ína pnedentan mdx.ímoa a 246 y

a 271 nm nedpect.ivamente . 

Obviamente paha obtenen un te4ut'tado cuantitativo ae co- 

nne una mueatna de nebenenc.ía que contenga Hídnoxocobala- 

mina , T.íamina y Piítídoxína en Zaa m.cdmaa concentnac.íonee

del pnoblema. 

Lad técn.ícaa mdd apl.ícabled pana la detenm.ínac.í6n de v.í- 

tamtna 812 6on Q.aa a.Lguiented c

í Método eapeetnobotométn.íco

í.. Método cnomatogn.db.íco

dí.L ' Método Micnobl.ot6g.íco. 
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METDO ESPECTROFOIOMETRICO DIRECTO

E4 aplicable a compue.8to4 que tengan la biguien.te 66Amula: 

F6nmuZa x: % 

Hidnoxocobalamina acetato 3. 23

Tiamina clonhidnato 64. 52

Pinidoxina Clonhi,dna.to . 32. 25

METO DO: 

Valonací6n de la hidnoxocobalamina : 

REACTIVOS: 

Acido Acético 0. 2 N.- Med.ín 11. 6 ml de ácido acético gla- 

cial, diluir y abonan con agua a 1000 ml. 

Acetato de 46di.o 0. 2 N.- Pe4aA 16. 4 g de acetato de 4odio

anh.ídno, di4olven y abonan con agua a 1000 ml. 

Solución Reguladona de pH.- Mezclan 40 mZ de 4oluci6n ---- 

0. 2 N de dc.ído acético y 60 mZ de 4oluci6n 0. 2 N de a- 

cetato de 4odio. 

PROCEDIMIENTO: 

Pu aA aproximadamente 100 mg del polvo y pa4anlo4 cuan

t.í.ta.t,ívamen.te a un matAaz abonado de 50 mZ, d.í4olven y abonan - 

con 40luc.í6n neguladona de pH. 
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Leen en el eapec.txo6o.t6me-tno a 525 nm, empleando como

blanco la eolucí6n neguladota. 

CALCULOS

A X 50+ > 
mg/ 100 mg56 X M

A - Abeotbencia del ptoblema

M = Peeo de la mue4tn.a expnesado en g. 



42 - 

Al METODO CROMATOGRAFICO PARA VETERMINACION DE

VITAMINA 812

E6 ap.l.icable a compuUto6 que tengan la zígu.iente

6Mmu.la : 

FORMULA " Y" 

Hidxo xo co batam.ina 1. 90

C. iano co batam.ina 2. 86

Tiam.ina Ctoth.idn.axo 4'. 62

P.ix.ídox.ína ctoxhidxato 47. 62

M E TO VO : 

Va.loxací6n de c, í,anocobaeaml

H. idnox.ído de 6odío 1 N

Díoxano- HCl : 60 MI de Díoxano

10 MI de Ac.ído c.loxh.idx.íco 1N

30 MI de agua

Acido C loxh.idx.ico O. 1 N

Acetona 85 % 85 MI de acetona

15 MI de agua
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Solucí6n neguladona pH - 4 Cltxato de zod.ío 65 g

Acido c.ítn.íco 60 g

Agua deat. c. b. p. 1 Z

AjuztaA a pH - 4 con h.ídn6x.ído de zodio o ác.ído cítn.í

co empleando eleetnodo de v.ídnio y calomel. 

Intencambiadon : CG - 50 tiloo II gnado cnomatogxáó.íco. 

PREPARACIO N DE LA COLUMNA

Se ag.íta el . íntexcambíadon con agua dezUlada y ze de
ja nepoaan duxante - toda la noche. la zoluc.í6n tuxb.ía zobxena

dance ze t.íxa y se ag.íta otAa vez el <ntexcamb.íadox con agua

dezt.ílada. Se deja zed.ímentax y dezpuéz de 10 m. ín. se t.íxa la

zoluc.í6n tuxb.ía. Elite pxoeed.ímíento ze tep.íte tantas veces zea

necezax.ío, hasta que la últ.i.ma 4olue.L6n zobxenadante quede

claxa. Cuando ze ha desechado la Ut.íma 4olucí6n pana lavan, 

ze agxega hídAoxído de s6d.ío 1N, se ag.íta y ze deja Aepozax

dunante medía hoAa. Luego ze decanta la h.ídxox.ído de z6d.ío ze

lava el inteneamb.íadxo tnataz veces zea neeezaA.ío con agua haz

ta obtener Aeaceí6n neutAa de la 4olue.í6n de lavado. 

Se dezecha esta 4olucí.6n y ze deja nepozaA el . íntex -- 

camb.íadox dunante algán t.íempo en zolucí6n de bu66ex ph = 4. 

A una columna de . íntencamb.ío . íeníco ( apnox.ímadamente. 

2 cm de d.íámetAo), ze le pone de babe un tap6n_de lana de v. í

dn.ío, zobxe de ente tapón ze coloca la Aez. ína . ínteneamb.íadona
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haeta tenex una altuxa de 15 em. Se dela elu.íx la 4oluci6n sobxe

nadante y se lava eon 50 ml de HCI O. IN, después con 50 ml de - 

Oioxano - HC1 y luego 4 veces con 50 ml. de HC1 O. 1N. Se dela - 

eluix cada vez hazta que nolo algunos mm del líquido queden en- 

oíma de la xesina. Finalmente ze agxegan 50 ml. de zeluci6n -- 

bu66et, se agita b. íen, se deja sedímen.tan lentamente y luego se

deja eluit. 

Este pxoeed.£m.íen.to se xep.íte hasta que el eluente ten

ga un pH - 4 y que queden unos mm de éste sobre la supex&ie.íe

de la xee.ína, de éste modo la columna está lista pata su empleo. 

PROCEDIMIENTO: 

A la columna xec.i.en pxepaxada se le pone la cant.ídad

de la muestxa a analizan ( equ.ívalente de 250 v 812 ), de pxe- 

6exenc.ía la muestra d.c. suelta en 4oluci6n tegu.ladoxa pH= 4. Se - 

dela eluir y se. lava . tantas veces sea necesax.ío con HCI O. IN ( 

10 - 15 ml cada vez ) hasta que el eluente quede incoloro. Lue

go se lava cada vez con 25 ml. de acetona al 85% hasta que el

eluente quede nuevamente claxo. Se elímina la acetona lavando - 

eon poxciones de 20 ml. de HCI O. 1N hasta que el eluente quede

incoloro y desaparezca el olor de la acetona. La columna inter

cambiadota debe tener solo la eoloxaci6n rojiza, caxactex.¿st.íca

de 1 la vitamina 8i2, la que apaxeee en la paxte supex.íox de - 

la columna. 
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Cuando el ae.ído eloxh.ídxtíco ul.t.imamen.te agtegado a la

columna eztd a solo 1- 2 mm de la 6upex6ícíe de la tesína

ee añade 20 ml de D. íoxano- ae.ído cloxh.ídxíco a dicha co- 

lumna. De4pué4 de poco . tiempo 4e 6o, ma una zona de colox

xojo ptec.íeamen.te limitada , la cuas baja lentamente. 

Llegando e4te anillo al tapón de algodón , 4e xecoge

el eluente en un ma.txaz a6oxado de 10 ml. , dicho eluente

contiene pxac.t.ícamen.te vitamina B12 puta, 4e lleva a vold

men con la 4oluc.í6n de D. íoxano- acido eloxhídx.íeo. 

DETERMINACION POR ESPECTRO FOTO METRIA

La soluc.í6n de D. íoxano- acído cloxh.ídtico- vitamina 812
obten.ída en el pxoeed.ím.íen.to del pdxxa6o antexíox se lee

en el ez pectxo6ot6metxo a 361 nm , em plando como blanco

la 4oluc.í6n de D.íoxano- acídocloxh.ídx.íco. 

E" = 207
cm

La m.íema 4oluc.í6n 4e lee, a 550 nm tamb.íén usando como

blanco 4oluc.í6n de D. íoxano- ac.ído cloth.ídx.íco . 

Eit= 63
an

CALCULOS : 

de 812_ 
Ax 10 000

207 x m

m = peso de la mueetta exptesada en mg. 

A - abeoxbane.ía de la mue4txa
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A X 10 000 , % 
V.ítam.ína 8, 2

63 X m

Usando intexeamb.íadox nuevo se obben.va oeas.íonaemente

que . fob valoxeó eneon.ttadoa con la ex.t_i.ncí6n 361 nm bon de

ma-aíado altob, en este cabo be neeomíenda una med.íc.í6n a 550

nm' Hay que 6. ífan4e b. íen que . tos mdx.ímos de ab4oxe.í6n no va

n.íen notablemente en 361 y 550 nm. D. í6enencíab de ± 2 nm en

361 nm y de 5 - 10 nm a 550 nm. 

De . los va.loxes est.ímados de la v. ítam.ína B12 en . la solu- 

c.íón be calcula el eonten,ído teal del pxepaxado tomando en

cuenta la d.í,luc.í6n , Lealizada antex.íoxmente. 



41 - 

METO LOICROMATOGRAFICO PARA DETERMINACION DE VITAMINA 8J2

REACTIVOS: 

VQPoxac-íÓn de C. íanocoboPamína

Son exactamente Pos m.£ smos que en el método A. 

INTERCAMBIADOR: 

Rezína de íntexcambío . íén.íco 6uex.temente deída xÁ - 

Po 1

MATERIAL: 

Es p ec.txo 6 otome.txo . 

Centx.í6uga

Columna de v.idx.ío de 17 x 2 cm. 

PREPARACION DE LA COLUMNA INTERCAMBIADO RA: 

Se pxepaxa de Pa m. ísma 6oxma . índ.ícada en el método ante- 

x.íox. 

PROCEDIMIENTO: 

Toman de Pas muest,%" 6anmacéutíca4 una can.ti.dad que

contenga apxox.ímadamente entre 100 y 200 gammas dé v.ítam.ína 812
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C. ianoeobalam,ína) , agregan 5 ml de 4oluc.i6n teguladota de PH

e . intnoduc.irla dentro de la columna. Pabar el líquido a taz6n

de 50 gotaz pon. minuto. Lavan la columna con 4oluc.i6n de HCI

0. 1 N habta que el elugente resulte .incoloro. Volver a . lavan

con soluci6n de acetona al 85%, hasta que la m.ibma salga ínco- 

lota. Lavan nuevamente con 4oluc.í6n de HCI O. IN habta que la

acetona haya sido totalmente el.imí nada. 

En el cabo de que las mezclas Sanmacéut.icaz sean comptím.i

das proceden de la siguiente manera: 

Pebat y pulver.í.zar 10 eompt.im.idoz, toman una cantidad de polvo

que contenga apnox.ímadamente 200 garnmaz del pt.i.nc.ipío activo, 

colocarla en un vaso de pnec.íp.itado, agregan 10 ml de agua, 5 ml

de 4olue.í6n reguladora de ph , mezclan durante 5 m.ín. dejan te

posar, decantar, ttanejer.ír a un tubo de centn.ijuga y centt.i6u

gan. durante 5 m. ín. 

El líquido sobtenadante pazanlo a ttavéz de la columna a

naz6n de 50 gotab pon mínto. Repetí.t la extnaee.í6n antet.íon tneb

ocas.iones pazando las extnactos pon la m.iama columna. 

Poner en la columna 20 ml de Díoxano - HC1 y recogen en

matraz de 10 ml la 4olue.i6n, que será la vitamina 812 l.íbte
pana detenm.inaue espeetno6otomettícamente. 
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DETERMINACION ESPECTROFO TOME TRICA DE LA VITAMINA B12

Pnepan.an una soluci6n típo de vC.tam.ína 812 que conten- 
ga 1 mg/ 100 mZ, usando como solvente 2a mezcla D.Loxano- HCI

Lee& la solucí6n del ptoblema y 2a deE . t.ípo a 361 nm, usando

como blanco la mezcla de D. íoxano - HC1 - Agua. 

Ap e, 

C$ = x x 100
p A m

C - Concen.tnac.í6n de Ca zolue.íón ptob2ema. 

C - Coneen.tnae.íón de la solue.íón . t.ípo en mg/ ml. 

A - Abson.bac.ía dee pnobtema. 

Ax - Absoabanc.ía del . t.ípo. 

m - Peso de Za, mues.tna en mg. 
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MÉTODO MICRO BIOLOGICO

PRINCIPIO: 

El ensayo de v.í-tamina B12, se basa eri los aequexím.íen.tos nutn.ic.ío

nates de v.í-tam,ína 812, que . t.íenen e.íentos m.ícn.00n.ganísmos. El

que nonmalmen.te se emplea es el Lac.tobacíllus leíchmann.í.í ATCC

7830, la nespues.ta del m,íenoongan.ísmo es eompaa.ada cuan.t.í.ta.t.íva

mente con la de una soluc.íbn s. t. de v. í.tam.ína Bit. La sensibíl.í

dad del método es alnededox de 1 ng. 

APARA 10S: 

Es pee tn.o 6 o. tome.tno

Centn..í6u9a

Tubos de ensaye

Ma.tn.aees en.lenmeyen

Autoclave

P,ípe.tas . 

REACT7VOS: 

1.- Soluc.ífin extnac.t.íva: 

Fos6a.to d.ís6d.íco

Acido c.í.tn.íco - 1. 10 g

Me.tab.í4ul6.í.to de Na 1. 00 g

Agua des. t.ílada 100 ml
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2.- Soluc.í6n Stock de vitamina S 12

Peean 37. 3 a 38 g de c.íanocobalam.ína U. S. P., ad.íc-íonan. 50- 60 mQ

de alcohol et.ílíco a2 25%, dí4olven y euant.£tatívamente txan66e

n.íjt a un matxaz de 250 mI. a6onado. 

Calculan el volumen de 6olucí6n xequexída pana dan una boluc.íón

Stock conteniendo 1 mcg de 812 pon cada mI. 

Vol. sol. etoek/ ml = mg de 6t z puxeza del st. 

1. 0

Ya pnepatada la 6oluc.í6n a u.t.í.Z.ízaA tendAd una eoncentxací6n de

20 p.íeogxamo6/ mI. Se debená almaeenax en , te6xígenac.í5n y usaA- 

6e 6olo duAante 60 díab. 

Medio bazat

Di6co 0 0457- 15

Bacto 812 A66ay medium U. S. SP. 

4.- Cepa de M. íc400ngan.í6mo: 

Lactobac.íllu6 le.íchmann.í.í ATCC 7830. 

PROCEDIMIENTO: 

En este método x.06 pxoblemae 6e hacen pox txípl.ícado

pana teneA un mayoA número de datos a Ea hoza de hacen . Zas cut - 

vas y que haya una menor pxobab.ílídad de xepe-t.íx Za prueba. 
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La pnepanac.L6n de ta muestna sená: 

Se pesa la cant.ídad calculada paha ee ensayo, se lleva

a un matraz voZumétn.íco, se abona con bofuci 6n extnactíva, se a- 

g.íta, la mezcla así se au.tocP_avea pon_ 10 m. ínutos y st aún quedan

pant.í,culas . ínsolubles se lleva a cabo una centn.C6u9ae.í6n. Ya que

tenemos una soluc.í6n totalmente cQana de aqui se hacen las d.ítu- 

c.íones paha . ígualax la concentnac.í6n dei st. 

gramos

La eoneentnac.í6n necomendada es 0. 02 mmg/ mI= 20 p.íco- 

CURVA S TANDARP

ml de sol. st. mQ de med,ío mI de agua

St1 1 5 4

St2 2 5 3

Sta 3 5 2

St4 4 5 1

St5 5 5 0

Volúmen 6. ínal = 10 MC. 
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Pi) BLEMAS o' MUESTRAS: 

ml de pxoblema ml de medio ml de agua

P1 i 5 4

P2 2 5 5

P3 3 5 2

P4 4 5 1

Volámen 6inal = 10 ml. 

Ademán de loa blancos de agua y de ín6culo. 

Ya . teniendo a6. í loa . tubo6, se tapan con algodón u o. txo

z. íztema de . taponan y be ez.tex.íl.ízan 5 m, ínu.toz a 121 ° C. Al

sal.íx del autoclave 4e pueden en6n,íax en la llave del agua. 

Finalmente en cond.íc.íonez ez. téx,íles se . inocula cada uno

de lob . tubos con una gota de . ín6culo de m.icxooxganí4mo . txa- 

tando de que Uta caiga en el cen.txo del . tubo con el medio de

cultivo, s. í no buena " í la cantidad de mícxooxgan.ízmo que 6e

queda adhex.ído a la paned del . tubo nos 6alseax.ía el xezul-tado. 

Se . incuba a 31° C de 18 a 24 hoxaz dependiendo de la po- 

tenc.ía de la cepa, se puede leen el xezul-tado al ezpec.txobo- 

tome.txo s. íendo éz ie el ,tuxb.íd.íme.txíco o bien una . t.í.tulac.í6n

ac.íd.ímé.tx.íca , que se baza en la cantidad de ac.cdo láat.íco

pxoduc.ído , el inconveniente ez que como ze utiliza 4oluc.í6n

neguladona se debe llevan un blanco. 
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CONSERVACION DE LA CEPA PARA LA PRUEBA: 

La cepa se eo ns erva en un medio s elee.tívo de aquí se

hace la resíembra pot p.íeadura a un . tubo eon medio sól.ído 4 días

antes de la prueba, de aquí se pasa a med.ío de cultivo líquido - 

para la de.termínae.íón cuantitativa de la vitamina. La cepa se - 

cen.tr.í6uga 10 m. ínu.tos a 2000 rpm hasta observar un precipitado

en la parte . i.nbexíon. del . tubo de een.trí6uga y de esta mísma 6or- 

ma se le prac-tícan una ser.Ce de lavados, ya que se centr.í6ug6

se remueve el precíp.í.tado eon con una p.ípeta 6 algo semejante pe

ro és. texíl totalmente y así suces.ívamen.te. 

Loa lavados se practican con el objeto de eliminan nes

tos de vitamina 812 del medio de cultivo, de manera que mientras

más bien se lave, mejores resultados obtendremos. 
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CAPITULO_ V__ 

RESULTADOS OBTENIDOS Y DISCUSION GENERAL SOBRE LOS

DISTINTOS METODOS . 

En el a. ígu.íente cuadxo <se muebti2an

a) . Reaultadoa ob.ten.ídoa eon muea. txaa que con.t.íenen

812 en goxma de H. ídxoxocobalam.ína + 81 + 86 . U-tíli- 

zando el metodo eapee.txoSo.tomztx.íco d.Cxee.to compaxan- 

dolo con el método de columna con xea.Cna Ambexl.í.te CG - 

50 - típo 11 gxado exoma.togtLí j íco . 

Mítodo eapec.txolotomé.tx.íco Columna Mítodo A

D. ítec.to . 

Muea-Lta

1 98, 5 97. 8

2 98. 9 98. 3

3 98. 9 99. 4

4 99. 4 98. 8

5 98. 5 99. 8
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En el cuadno 6. igu.ien.te 6e mue6. tnan

Loa te6ultado6 ob.ten.ido6 de 812 en produc.to4 que con- 

tienen B12 en & u6 doh 6o" a4 H. idnoxocoba.Eamina y C. ia- 

nocobalam.ina + 81 + 86 ' 
Lob mé.todo4 que 6e eompa.2an bon 2o6 4. iguien.te6 r

Columna con Ambexlíte CG - 50 tipo II , Columna con

1 n.tex.eambíadox. .i6n.ieo 6uen.temen.te •ácido tipo I y el

método m.Ccnob. ioldg.ico. 

Mue4t-ta Ambexti.te % In.tex.cambiadox. % M.icx.ob.io.togico % 

1 98. 46 98. 46 95. 03

2 99. 00 98. 47 97. 33

3 98. 77 98. 07 97. 15

4 98. 39 97. 63 96. 63

5 98. 71 98. 38 98. 43

Se h.icíex.6n cinco de.tex.m.inae.tone6 pot cada mue6- 

tx.a y pon cada método y loo ne6ultado4 x.epon.tado6 en el

cuadno 4on . Fra media de 2a6 cinco de.tenmínae.ione4. 

Lob te,6ul.tado,6 6e tepottan eompanado4 con . Fra con- 

een.tnae.i6n . te6x..ica del max.be.te y expxe4ado4 en %. 



DISCUSION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS

I . - Con4idenae.Lonee pxeviab . 

Pana llegax a . foz xeeultadoe antetíoneb 6ué neeezar.to beéeacíonax

toa métodoa adecuados pana cada 6aae analítica, pon lo que el cxí

ten.ío que debe xegíx un buen contxoC de la calidad debe aen el al

gu.íente., 

a) El andlíe.íd de la matem.ía pn.íma debexd aen m.ínue.íoso ( vex - 

capítulo II ). 

b) EZ control medio del ptodueto en proceao lo cone.tdexo de

euma . ímpontancía y reeom,íendo el u4o de un método mdpído

como elel eepectno 6otométn.íeo o cualqu.íet otto que h ea de -- 

igual velocidad en zu deeaxtollo, pata ahormat tiempo y ga

tant.ízax la calidad dumante la 6abn.ícacídn. 

c) El contxol del ptodueto texmínado debená aen exhauzt.ívo, - 

empQeando métodoe mdb comptejoa o 4o6.íet.íeado4 pata la con

6. ínmací6n química, de modo que en eete cazo la vex.í6ícací6n

de la actividad de la vitamina 812, debe e6eetuaxee pot et

método m. íerob.ío dgíco, pueeto que ze cuenta con el tiempo

neeeea,%ío paxa e6ectuax el anUía.ía, m. íentnaó ae e6ectuan

Laz pxuebaa de eater.ílídad del ptodueto. 

d) V azí dax un tepoxte de la actividad y potene.ía de¿ pxo--- 

dúeto texm.ínado plenamente eon6.íable química y b. íol6g.íeamen

te. 
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Lob mé.todo6 a emplean pon cada Labonaton.ío, dependerán: 

De la capacidad de zua . ínótalac.íonea, así como de la. hab.í- 

lídad de 6u6 quim-íco6 pata de6axnollan y apl.ícan método6 apxop.ía

doa y de ne6ul.tadoa al. tamente con6.íable6, todo ello apegado a - 

ta -6 nonma6 en vigon. 

II.- DISCUSIONES SOBRE LOS DIFERENTES ME70DOS EMPLEADOS: 

Como 6e puede ob6exvax en cuanto a ne6ultado6 no dísta mu- 

cho un método de otro, peno loe 6actonez que el químico debe anal.í

zar bon . ío6 6íguien.te6: 

1 . - Tenex las cond.íc.íone6 apxop.íadaz pana deban- tollax ta¿ 6 - 

cual método. A6. í pon ejemplo dax6e cuenta de que lob método6

cnomatogrcf6.íco4 expuebtoz en el capítulo IV, óon pnacti ca - 

men. -te los mismos, peno con la m.od.í6.ícac.íon de la xe6.ína Intexcam- 

biadona. 

2.- En cuanto a las ne6ína6 ut.íl.ízada6: 

En el cazo de la nu ína e6 ta Ambenl.íte CG - 50 tipo II gra- 

do cxomatogxa6.íco ( Rohn and Ha6 ), en el otro cabo en un

íritencamb.íadox . í6n.íco 6uextemente dc.ído, tipo 1 ( Merck- 

México), pana cada cabo 6e ut.íl.ízaxá un d.í6enente dúametno

de columna ( vex 6. ígu.íente 6. íguxa ) : 
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3. 5 cm) d.í&m etxo

1. 0- 1. 5 cm) d.íámetxo

10 cm

1

2. 0- 2. 5 cm) 

dídmetto

20 cm

25 cm

n

3.- En cuanto al gasto de teactívo4: Podemos decís que en el

caso del . ínteteamb.íad- ot buextemente de.ído t.ípo I, es me- 

nos, así como la cant.ídad de tesina que se coloca en la - 

Columna., aunque la altut.a ó cant.ídad de xe3ína depende de

la muestxa a analízat, asZ pot ejemplo s. í se anal.íza un mult.ív.í- 

tam,ín.íeo con la mayotZa de los míembtos del complejo B, la eant.í

dad de xe4ina aumenta pot la s. ígu.íente tazon: 

Hay que el.ím. ínat la mayo& cant.ídad de compuestos que acom

pañan a la vitamina 612, obv.íamente medí.ante un mayor ndmexo de

lavados con HCI O. IN. 

4.- Otto 6aetot muy ímpottante es el t.í.empo de andl.ís.ís, en el

caso del método con Ambenl.íte se emplea un t.íempo apnox,íma

do de 4- 5 hozas y en el caso del método con Intexcambíadot

guex.temente dc.ído es de 2 hotas. 
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5.- Desventajas: 

Una desventaja que debe hacerse notan del Intencamb.íadox

6uentemente dcído con tespeeto a la xe,6ína Ambexlíte es

la s. ígu.íente: 

La xes.ína Ambexl.íte es de color blanco, la v.ítam.ína 812, 
ea de colon tojo ( pot lo menos en loe productos lía6íl_c: 

zadoz en que se xeal.ízó la pante expetímental). De mane

ta que en cuanto se coloca la muestra sobte la tes.ína ésta

se eoloxea de toda ( no de tojo, ya que la eoneenttac.íón- 

que se emplea es 200 gammas ). 6otmando un an.íllo que ptí

meto queda 6. íjo en la pacte supeA.íot de la columna a pe— 

zaA de los lavados sex.íados que se le ptact.ícan con HCI , 

acetona, cuando se agrega la mezcla de D. íoxano- HCI ( este

es el teaet.ívo que va a aAxabtnat la v.ítam.ína 812), la --- 

mues. tna se va xeeotx.íendo la columna y se tec..í.be ya puxa - 

la v.ítam,ína 812 al 6. ínal de xecoxx.í.do pot la columna. 

En el caso del Intvrcamb.íadot 6uextemente leído, este t.íe

ne un oscuro colon, de maneta que se p.íexde la v.ís.íb.íl.í-- 

dad de la local.ízac.í6n del an.íllo de la muestxa en la co- 

lumna y pata evitaA exxoxez deb.ído a ello, nosotros utí- 

tízamos el s. ígu.íente ptoeed.ím.í.en.to: 
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1.- Se regula el tiempo de goteo aptox.cmado pana la elueí6n

total de la muestra de v.ítamína 812, una vez que ha sí

do zepatada tanto de las otxae vítamínas como de las sus

taneías que se utílízan como sppoxte en el lío6ílízado. 

Nuestxo txabajo dí6 neeultados 6avoxablez xegulando el - 

goteo a 50 gotas pon minuto, peno esto es vaníable y de

be calcularse de acuerdo al gnosot de la columna que se

emplee y a la eantídad de resína que se coloque dentxo- 

de la columna. 

2.- Aunque a la concentnaeí6n que se utílíza normalmente pa

ta determínaeí6n de vítamína 812 pan éste método que ee
alnededon de 200 gammas la 4olucí6n ya tiene un colon - 

lígenamente tosa 6deílmente obeenvable en el momento - 

en que comienza a obtenerse en 6onma puha. En óonma cuan

títatíva ee eluye con una mayor cantidad de Díoxano, pa- 

ta aeegutannos que ya 6alí6 .xealmente toda la vítamína, 

azí el el a6oxo dice a 10 ml, se hace a 25 ml. 

En estas condíeíones podemos ya leer en el u pectxo6oto

métno a 361 nm sín dí6ícultad y con la mayor exactítud. 
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C A P 1 T U L 0 VI

CONCLUSIO NES: 

Al anae..ízan los datos obten.ídos en el anll ís.ís eztad.íst.teo -- 

eompaxat.ívo de cada uno de Pos métodos empleados en Ca detex- 

m.ínae.í6n de v.ítam.ína B12 en muCt.ív.ítam.ín.ícos liob.íl.ízados, se

obtuv.íexon hos aíguíentez eoe6íc.ientea de vax.íac.í6n: 

Detexm.ínací6n de V.ítam.ína B,, ( C. íanoeoba2am.ína ) : 

Métodos: 

CxomatogAd6ico con xezina
Amb ettite

Cxomatogxá6.íco con Intex- 
camb.íadon. I ón.íco

M. ícxob.íotdg.íco

Coeb.íc.íente Vax.iac.íbn: 

0. M

0. 554

Detexm.ínac.í6n de V, ítam,ína B12 ( H.ídxoxocobalam.ína ) 

Métodos

Cxomatogad ico con Resina
Am b ext.ít e

Espectxobotomét)Lico

Coes.íc.íente de Vax.íae.í6n ' 

0. 264

0. 168

De los xeauttados antex.íoxes se puede conclu.íx que de los - 

métodos analíticos ut.íZ.ízados : 
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El método Cnomatognd6.ico que emplea nesína Amben.líte, - 

pana el and.lds.cs de Vitamina 812 , en tas dos 6onma4- 

C.£ anocobalam.Lna e H. idnoxocoba.lamína ) es el que se e- 

l.ig.i6 pana eontulan la potencia dunante el pnoceso de- 

pnoduee.i6n pon su 6acílídad de ap.l.icae.i6n y pan sen el

más sensible y exacto. 

2) . - El método empleando el I ntencambíadon. Ion.ico es el mcfs

ndp.ido sin embango, debido a que el eoe6ícíente de vacía

e.i6n obtenido en este método he6leja e.ietto gnado de . ine

xaetítud, estimamos que nequíene de un mayors estudio pana

eompte.men.tans e. 

3) .- El método mícnobiol6g.ico, debe emp.leanse exclus¿ vamente- 

pana pnodueto tenm.inado, ya que su utilidad se neduee a

pnoban . la actividad b. io.l6gíca del pnoducto, puesto que - 

la potencia se ha . ido midiendo duhante el pnoeeso, es el

método más . lento y complicado, . lo que aumenta . los costos

de andl.is.Cs, ademds de que no puede u,t.lízanse pana ve-- 

í6.iea7c la potencia en el tnanseunso de la pnoducc.i6n. 

Finalmente sugen.imos que el método de andl.is.Ls que sea selee- 

e. ianado pon cada Labonaton.io, sea aquel que se apegue a . las -- 

cond.icíones índívíduales de tnabajo, debiendo elegtin a- 

quel de mayon exactitud y economía. 



tMVLEADOS PARA LA DETERMINACION DE LA VITAMINA 812 EN. PRODUC7OS LIOFILIZADOS. 

CIANOCOBALAMINA

Método con Amben.£ít Método con Intencambíadon í6níco

rn= 98. 67

d

n- 1

2- = 0. 111

e. v. = x 100
m

c. v. 0-¡ 44 x 100/ 98. 41 = 0. 143

in= 91. 20

C= 029 = íO. 0257

0- = 0. 1603

c. v. = 0. 1603 x 100
99. 

c. v. = 0. 1632

d d2

d d2

98. 46 0. 21 0. 0441 98. 46 0. 26 0. 0676

99. 00 0. 33 0. 1089 98. 47 0. 27 0. 0729

98. 77 0. 10 0. 0100 98. 07 0. 13 0. 0169

98. 39 0. 28 0. 0784 97. 63 0. 57 0. 3249

98. 77 0. 10 0. 0100 98. 38 0. 18 0. 0324

rn= 98. 67

d

n- 1

2- = 0. 111

e. v. = x 100
m

c. v. 0-¡ 44 x 100/ 98. 41 = 0. 143

in= 91. 20

C= 029 = íO. 0257

0- = 0. 1603

c. v. = 0. 1603 x 100
99. 

c. v. = 0. 1632
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