UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD D E QuiIMICA

METODOS COMPARATIVOS EN LA DETERMINACION
DE VITAMINA B2 EN PRESENCIA DE LAS VITAMINAS
Bi Y Bs EN PRODUCTOS LIOFILIZADOS.

Sl

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE :
QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO
e R ks S E N T A:
MA. JOSEFINA PEREZ RUIZ

1977




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.






JURADO

‘PRESIDENTE : Profr. Ramén ULacia Esteve
VOCAL : Profr. ALfrnedo Echegaray A.

SECRETARIO : Profra, Mercedes Trueste A.

lTen. SUPLENTE Profr. Jorge Soto S.

20 SUPLENTE Profr. Aaturo Pérez Alonso.

Sitio donde s¢ desannollo el tema :
LAB. PLASMA Y BIOLOGICOS , S.A

SUSTENTANTE ; Ma. Josefina Pérez Ruiz

DIRECTOR DEL TEMA ;

Q.F.B. Mercedes Trueste A.



A mis padnes
Cuyo inico objetivo en su vida
dué forman hombres dtiles a 44

miamoas.

A mis hemnmanos

A quienes debo grandes mowmentos

de alegnia y de satisfaccidn.



Q.F.B. Mencedes Trueste A.

A qudien agradezco infinitamente su valiosa de-
dicacidn y onientacibn en La direccidn de ésta

mi Lesds.

A La memonia Aimbonrable de ;

Q.F.B. Ramén Guevara Estrada.

Q.F.B. Ramén -ULacia. E.

por Au oportuna participaciin en este trabajo.



RECONOCIMIENTO

Este trnabafo fué nealizado en Los Labs.
PLASMA ¥ BIOLOGICOS S.A. , por eflo mi
mds grande agradecimiento al Gerente %e-

neral Srn. Gustavo Escadibano C.



A mis compaiienos de :

Deparntamento de Investigacibn y Desarnollo

Cia. Medicinal " La Campana "

Ing. Teodoro Ramirez ;

M{ gufa en La vida profesicnal .

de



CAPI THLO

CAPTI TULO

CAPTI TuLO

CAPITULO

CAPTULO

54

I11

v

VIT

CONTENIDO

GENERALIDATES

METCDAS PARA LA DETERMINACION
DE VITAMINAS 8, , B

s * Brz,
COMO MATERTA PRTVA.

PARTE EXPERIMENTAL, MATERTAL y
METODCS.

RESUL TARDUS CBTENTDOS VY,
VISCUSTION:  GENERAL

CONCLUSTONES

BIBLIOGRAFIA

Pag:

{ 1- 4]

{ 5-21!

{ 22-37}

( 38-54 |

{ 55-61 |

{ 62-64 |



- E e m e T e - ——————-

En La actualidad existen innumenrables medica-
mentos que contienen todos o algunos de Los camponentes -
del campzéjo B . Nuevas formas farmacéuticas son Lanzadas
at mencadq aito tnds aio creando La necesidad de efectuan
204 andlisis de control cornrespondientes a E4tos produc -

Los .

Desde hace tiempo Leos métodos de andlisis utill
zados para La determinacién de vitaminas del complejo B ,
han sido complicados , tardados y a pesar de que se Lidea
ron algunas técnicas mds ndpidas , su exactitud deja mucho
que deAéan , porn Lo tanto es urgente chear o buscarn nuevos
métodos que nos conduzcan a resultados deseables en cuanto

a exactitud y nrapidez.

Por otra parte , en el caso de fLas vitaminas del
complefo B , es sabido que cuando se encuentran en forma de
maternia prima , Los métodos espectrofotoméinicos son Los -

procedimientos recomendables



En contraste , en el caso de mezelas de vitaminicos
existen en La actualidad decenas de métodos mas o menos -
reproducibles en Los que Los resultados de muy pocos de -
ellos son comparnables entre si°, en cada uno de ellos -
existen deferentes pandmetfros que hacen diferin Los resul

tados.

Ademds no existe en La Indusiria Farmaclutica wuni-
formidad de metodologia para vitaminas y cada Laboratorio
s4gue un método distinto , an'ocabioneé desarrnollado pon
ellos mismos o bien tomado de alguno de Los Libros oficia_
Les y modificado .Existen nuevas técnicas pero no gacilmen
Ze un Labonratonio de Control de Calidad cambia Las. que ha

manefado durante afios.

Entre Los componentes def complefo B , el compuesto
que presenta mayores problemas en su deteaminacibn , cuando
estd en presencia de otras vitaminas del mismo complejo B,
es La vitamina BIZ , porque el método oficial para su defen
minacibn es el microbiolbgico y no todos Los Laboratornios

tienen pensonal capacitade para realizarlo.

Porn oira parnte , en ocasiones es necedario conocern
napidamente ta cantidad de vitamina B,, para efectuar un
contrnol durante La efaboracibén del producto que se estd
elaborando , Lo cual no es posible hacerlo siguiendo La

técnica microbiolbgica.



EL encontrar un procedimiento mas senciflo y exacto
para La determinacibn de La vitamina 812 en mezelas vi-
taminicas , es el motivo que nos condufo a realizar el

presente trabajo de investigacibn .

Como primenr paso del estudio que he nealizado se plantea
La necesidad de NO imponer un método de andlisis de vitami
na 5;2 eﬁ especial , 8ino que se pretende hacer en cambio
un andlisis objetivo sobre Los métodos mds utilizados y
dejar. a eleccibn aquel que se adapte meforn a Las posibili-
dades de Zrabajo de cada Laboratornio , siempre y cuando se
establezea como norma para toman La decisifn , aquella -

téenica que tenga Las siguientes caracteristicas :

a) Especificidad
b} Reproducibilidad
c) Rapidez

d) Bajo costo

Para efectuar esta investigaciln comparativa se eligif
el andlisis de una mezcla vitaminica conteniendo B,,, By
¥ Bé en productos Liofilizados , eligiendo una técnica dise
flada por nuestro Laboratorio , en La que se combinan La -

Cromatografiacy La especirofotometria.



En este trabajo se exponen Los nesultados obtenidos, con PP
objwto de comprobar que tan acerntada §ué La decisién tomada nespecto a -~
La nomma de eleccibn para La téenica pre-establecida en pdrnragos anterio

nes.
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La vitamina B fuf uno de £os primenos compuestos
que se considerarbn esenciales para una buena alimenta-

cibn .

EL téamino vitamina B solubfe en agua fuéintrodu-
cido por Mc Collum y Kennedy en 1916 para desernibin
a este tipo de sustancias como alimenticias. Postenion-
mente se pueso en evidencia que La vitamina B era mas
bien un complejo que una entidad dnica, designdndose -
nueve compuestos principales como miembros del comple-

fo B . ELLos son :

- Tiamina - Riboglavina
~ Acido Nicotinico - Pirntdoxina
- Acido Pantoténico - Biotina

- Inositol - Colina

- Acido Para-amino-benzoico



CON ENTDO

- -

a) Historia de tas vitaminas B,, B, y 6;,.
b) Accibfn fanmacolbgica de Las vitaminas By, B, y By,
el Caractenlsticas organolépticas y gisicoquimicas de

Las vitaminas B, ‘56 Y B,2 .

VIJAMINA _B [ TIAMINA)

Fué et primero de Los miembros del complejo B en ser Ldentifdi-
cado quimicamente. Hechos nelacionados con su aisfamiento datan del 4.iglo;
XIX, cuando Takaki dramdticamente redujo fa incidencia de Beriberi, en fa
Armada Jponesa, institugendo cientas refornmas en La dieta. Poco después -
Eijlman  un §isi6ogo Danés en Java, demosins que individuos que desarro-
Learon Beribeni, mientras subsistlan a base de annoz, se pudieron curar -
de su enfermedad, por La adicibn de cdscara de arroz a su dieta. !ds ade-
Lante &L mismo reprodujo Estos hallazgos clinicos experimentalmente en ga
Linas .



Tempo mds tarde Funk aisll a partin de clscara de avwoz y de
Levadura, una sustancia w,aza,ana que era efectiva en fa prevencin y cu
na  del Beriberni provocado expernimentalmente. EL compuesto contenfa ni-
trigeno bdsico y se pensd que era una amina, que como era También esencial
para La vida , Funk LLam§ por consiguiente a La sustancia vitamina , un
téming - ampliamente adoptado para designar sus tancias aLunem:cuxu adi-
u‘ona,zeva» y conservanin Ra palabra asignada de " vitamina " cuando -----
hallazgos posteriones nevelaron un amplio espectro quimico para Los com-
puestos esenciales alimenticios.

En 1926, fa vitamina B, fué adislada en su forma cristalina por
Jnsen y Donath y en 1936 Williams determiné su estructura, la cual verd
§icé pon sintesis el mismo aito. EL Conmsejo de Farmacia y Quimica adentd
el nombre de Tamina, para designar a La vitamina B, enistalina y éste -

es ahona su nombre oficial en La USP.

ACCTION FARMACOLOGICA

o e o 2 o A e >

La Tiamina es sintetizada por Las plantas y divernsos microorganisinos, en
Las primenas parece actuar como hormona; se forma en Las hojas y es ---
transportada a Las nalces donde negula el crecimiento. EL organismo a-
némal La puede producin en cantidades pequeiias por medio de La §lora in-
testinal, pero su aporte depende esencialmente de Los alimentos vegeta-
Les [ vitamina By Libre ) 6 de ornigen animal [ cocarboxilasa ).



La vitamina es adpidamente reabsorbida en el conducto
digestivo y fosfornilada en el higado , posterionmente se --
desfosfonila en el riiion y es eliminada come vitamina Libre
en La orxina, gran pante de efla se elimina en forma de com- .

puestos orngdnicos de azufre .

Palr.‘ otrno Lado La sustitucibn del aniflo pinimidiceo
n"m vitamina B, df origen a antagonisitas de fLa vitamina.
Aungue suele haber sinergia entre fas vitaminas B; y By, ,
parecen mosirarn ciento antagonisme en afgunos casos. La -
tiamina estd practicamente excenta de acciones secundarias
éndeseables , cuando se suministra en ef, nango de dosis
Rerapéutica puede haber Ligera vasodilatacibn y una baja en
La presibn sanguinea seguida a una rdpida inyeccibn intrave-
nosa , pero Estos efectos son transitornios adn a dosis mayo-
Kes no presentan efectos en el nivel de azdcar en fLa sangre
bpur. al hecho de que La vitamina estd relacionada con ef me-

fabolismo intermediarnio de Los carbohidratos.



CARAC TERIS TICAS ORGANOLEP TICAS Y FISICOQUIMICAS :

Sustancia cnistalina blanca, soluble en alcohol, agua, (nse
Lubfe en disolventes de grasas, Los cristales de clorhidrato que se ob
tienen de una solucién aleoholica tienen punto de {usidn de 249°C, son
estables si se cpnservan en estado seco y tienenolfon a Levadura. Es -
e.#table en so0lucién du,da y se puede calentar sin que se descomponga,

pero es inestable en sofucibn neutra 6 alealina.

La molécula consta de dos anillos: EL de pirimidina y el de
tiazol unidos pon medio de un grupo metileno; en este punto se efectia
2a desintegnacidn de La milecula cuando se calienta en presencia de hu
medad y con un pH neutro 6 alealino. La desintegracion de La moléc:i-
La se efectda en fomma cuantitativa en presencia de Lones bisulgitc, -
neaccifn que sirve para preparar articulos alimenticios que ﬁo centen-
gan tiamina y que han de ser utilizados en bioensayos.

La tiamina es oxidada en s0lucidn alealina y convertida a Liochomo, --
sustancia sin actividad biviigica y gluorecenie, £a VATA.na pura no -
se oxida fdcilmente al aire.



VITAMINA B, [ PIRIDOXINA )

-————-— - - - —————— - -

- - - - - - -

“HISTORIA:

En Los aiios 308 varios grupos de <investigadores des
enibienon un factorn de vitamina B esencial en nutricibn ant
mal , el cual se cree ahora es La pirnidoxina. Sin embargo
no fué hasta 1935 que La naturaleza compleja de fa vitamina
86 ha sido suficientemente esclarecida como para peamitin
a 'Binch y colaboradones concluin que un tipo particular de
dermatitis en ratas era debido a La falfa de una vitamina

especifica en La diefa .

En 1936 Birch y Gyongy dienbn el nombre de vitamina
36 a La sustancia y presentarbn algunos detalles de su es-
trhuctura quimica . EL compuesto fué después identificado -
quimicamente pon un grupe de Lnvestigadores y subsecuente-
mente sintetizado . EL nombire no apropiado de pirnidoxina 4%
§ué asignado porn el Consejo de Fanmacia y Quimica, en base

a su estructura quimica .



SI -

ACCION FARMACOLOGICA

Los tejidos animales contienen vitaminas B, prin
cipalmente en forma de pinidoxal y piridoxamina; Los vege
Lales contienen tamb.ién pirnidoxina en gran cantidad. Los-
tres compuestos | piridoxina, pirnidoxal y pinidoxamina),-
se interconvierten directamente o por medioc de fosgatos,
en virntud de un mecanismo erzimatico dcacénacido, Los --

tosgatos son vehiculos de La actividad vitaminica.

La especie humana sintetiza vitamina B, sobre to
do en La fLora del intestino grueso pero ne se sabe 54 el
organidmo utiliza esta fuente de vitaminas ni en que medi
da . En La primera infancia no existe ésta sintesis G es-

14 muy nestringida.

La piridoxina muestra acceiones farmacodindmi
cas sobresalientes después de su administracibn ya sea in
travenosa u oral. Dosis del rango de 3-4 g/kg de peso pro
duce convulsiones y muerte en animales, pero dosis memones

pueden administranse sin ningin efecto.



- ————— - 4> - - - - an e ———— e -

La pinidoxina eristalizada como base Libre en for
ma incolonra, funde a 160°C, tiene sabor amango y es gdcil-
mente so0luble en agua, aleohol y acetona. EL producto co-
meﬁciai es el clorhidrato cristalizado, el cual es so0fuble

en agua y alecchol y se sublima con facifidad.

i

AN OAA
La pirnidoxina es una de Las vitaminas mds eétableAﬂ
y neside el calentamiento en solucidn deida § alealina. Se
destruye calentandola 5 horas en autoclave y en so0lucibn
diluida se altera algo por La Luz, pero en Las condicio--

nes de fabricacibn y consenvacibn de alimentos y prepara--

cibn de farmacéuticos rnesite bien.

e - -
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VITAMINA B

HIS ORIA

La histornia del descubrimiento de La vitamina B,, comienza
en La descripeidn de Addison en 1849 y 1855 con Lo que sus contem-
poraneos reconoeieron como anemia perniciosa 6 quiza antes con el-
relato de Combe de un caso clinico como " Algdn desorden de tes -

onganos - digestivos y asimilativos”

EL descubrimiento del valon Lerapéutico del higado en Za a-
nemia perniciosa por Minot ganadon del Premio Nobel en 1926, fué -
seguido pon La demosiracibn de Castte en 1927 de que en ef fugo ---
gastnico nonmal humane contiene un factor intrnlnseco que 4¢ conbi-
na con un factor extrinseco contenido en profeina animal, €o que -

nesulta en La absorcifn de un principio anti-anemia perniciosa.

En Los 30s intentos nepetidos para aislan e identificar et
facton extrinseco activo quimicamente tuvieron como resultado un -
incremento en La purificacidn de extracto de higade, Wills y Aso-
ciados describieron una anemia macrgeltica en mujenes Indues en -
Bombay, Mocéada_wnumnuvta con estados de embarazo, que respondian
a La terapia con Mammite ( una pupanaadn comencial de Levadura-
autotizada ).

Etlos produjeron este mismo Lipo de anemia en monos Suminis

Trhandoles esclusivamenie {a que comian estas mujenes - -=-=————-=-=



y nespondieron al gactor de WilLLs presente en Los extractos

de higado ecnudo, pero no presente en La fraceidn mds pura -

efectiva en el tratamiento de fLa anemia perniciosa. Nosotnos
ahora sabemos que Los extractos de higado mds purificados u-
sados por Wills consistian de una sofucibn falsamente purade
vitamina B,2 y que el factor WiLLs no es sino deido §6fico -
que fué excluido de Los extrnactos de higado puros en el pro-

ceso de purnificacidn.

En 1948 se prodece el aislamiento de La vitamina -
8, enistalina a partin de concentrados de higado pon Rickes
y colaboradores en Los EE.UU. y casi simultdneamente por Smi-
Th y Parken en La Gran Bretafia, con el aislamiento de La vi-
tamina 812 , Beak y asociados demostraron que esta vitamina

contenia ambos factores el extrinseco y el principio anti-a-

nemia perndcioda.

ACCION FARMACOLOGICA DE LA VITAMINA B,,

Hay pruebas 5@6£c£entea de que La vidamina B,, es -
el factorn contra La anemia perniciosa y su eficacia en el --
tratamiento de Las anemias macrociticas es Lgual a La del -
extracto de higado. Cuando se trata fLa anemia perndiciosa --
con vitamina B,2 por via intramuscular, esta produce mdxima-

nespuesta neticulocitica en un periodo de 4 a 9 dias y se nor

maliza el cldmputo eritrocitario y Leucocitanio de 4 a 6 sema

nas .



Es sonprendente La modificacibn que experimenta fLa médula 6-
sea cuyo estado megalobldstico se vuefve normobldstico en pg
cas horas consecutivas a La inyecceibn de pequeiilsimas dosis
por efjemplo 1 mcg de La vitamina. Se cree que esta susfancdia
es el factorn extrinseco de Castle, cuya absorcidn en el intes
tino es facilitada por el factorn 4intrinseco exdistente en el
jugo agdstrico nonmal. Asi pues el defecto bioquimico en Los
enfermos de anemia perniciosa parece sen falta de elabora--
cibn de-dicho factor intrninseco. Por esta razén La vitamina
By administrada por via bucal es mucho menos egicaz en Los
enfermos de anemia pennicio;a y enteramente ineficaz s4i hay
falta total delf factor intrinseco.. Si es normal el jugo gds
thico La vitamina ingenida es s0fo un poco menos potente que
cuando se inyecta por via intramuscularn. S{ hay jugo gastnico
normal La dosis ingenida ha de ser entre 30, 50 y adn 100 ve
ces mayon Que La dosis intramuscular para producir una res--

puesia.

La vitamina es 2ficaz para prevenin Las Lesiones nern
viosas que son comunes en La anemia perniciosa, se ha observa
do que La administracibn de vitamina 812 hace desaparnecen rd-

pidamente sintomas de secuelas nerviosas de dicha anemia.

Sin embargo parece ser que £a curacibn depende mds
de fa duracidn def padecimiento qué de La magnitud de 2as Le-
siones nenviosas , Las cuales cuando.Aon invetenadas es menos
probable que curen. Se ha observado también que en ek esprd
tropical y Las anemias macroclticas de La nutricibn reaccio-
nan favorabfemente hasta curan del todo con Esta vitamina,

que entonces es eficaz -por via bucal. Hay algunas pruebas de



que en cientos casos La adicibn de vitamina 312 a La alimen-
tacibn modificada favorablemente el crecimiento de Los niios
pero claro que estas observaciones rnequieren ulternion veaiﬁi;

cacidn.

La vitamina B,2 es el principio bioquimico mds acti
vo que se conoce, su actividad en Las bacterias se mide en mi-
Limicrogramos y en el sujeto humano un microgramo al dia en
el tratamiento de anemia perniciosa equivale poco mds o menos

~a La actividad de una unidad USP de extracto de higado.

No se conoce a ciencia cienta fLa manera en que £a Vi
tamina 812 estimula La sintesis de Los componentes ncrmales
celulanres de La sangre. En Los microonganismos productores

.de dedido Ldctico se evita La necesidad de La vitamina cuan-
do s¢ aiflade timidina, el desoxirnibosido de timina al medio
basal. Es posible que La vitamina catalice La s.intesis de -
Timidina y quiza de otnos componentes celulanes. Es eviden-
Ze que aunque el deido §dlico y La vitamina B,Zéon efLcaces
contra La anemia macrocitica, uno de eflos no puede sustitu
in al otro. Lla vifamina By, ¢4 el agente nutritivo indispensa
ble de L. Ractis, L. Ledichmanii, Euglena gracilis y de E.Coli

¢y quiza de alguncs otfrnos microorganismos .

METABOLISMO DE LA VITAMINA B

Para su absorcibén La vitamina B,zhequiane una gluco

proteina que es secretada por La céfula parietal de La muco-

sa gdstrica, se trata del factor intrinseco, que fLiene un pe



50 moleculan de aproximadamente 55000

EL factorn intrinseco se combina con La vitamina 312
y el complejo asi fornmado es captado en presencia de iones-
caleio por receptones especificos del borde penicilado de --
Las células mucosas del ileo. Dos proteinas plLdsmaticas --
pueden £igar La vitamina 812, una globulina Lfamada fransco-
baLaana I y una globulina que es ta transcobalamina I1. S4
se examina el plasma de un individuo sano se comprobard que
La vitamina B,,, se halla principatlmente combinada con La --
globulina . Sipon via oral o parenteral se administra a &ste
individuo B 17 esta vitamina sumindistrada se fija principal-
mente a La globulinaB quiza porque fa globulinadya estd casi
saturnada con La vitamina By and&gena. La globulinafég £~
bera con rapidez La vitamina 812 hacia Los tejidos, mientras
que La globulina & Libera La vitamina con gran Lentifud.
Esto sugiere que La globulina ,45 actua como protfeina thans-
pontadora de La vitamina B,, en tanto que La globulina * es

La-proteina de almacenamiento de fa vitamina B,Zciacuzante.

Si se administra parenteralmente mds vitamina BIZ'
que La que éstas proteinas pldsmaticas pueden fifar , el exce
s0 se excreta por La ornina, esito se demuestra con La prueba
de Schilling ( dosis saturante de B;, ) *®*  Ambas proteinas
§ijadoras son glucoproteinas, La preteina copulanie de La -
globulina es sintetizada en granulocitos. La tasa plasmdti-
ca noumal de La vitamina 812 es de 200 a 900 microgramos &

: 3 3
pLdognamoA/cms. Los niveles inferiones a 100 microgammas /cm



L
seflatan deficit de vitamina B,,.

Se encuentran tasas muy altas de vitamina By, en iz

Leucemia granulocitica crbnica, metaplasimieloide y policite
mia vera, como reflejo def aumento de producceidn de proteina
copulante de La globulina en Los transtornos de granulopoyesis
incrementada, tambien se halfan altos niveles en Las hepatopa

tias .

EL onganismo humano contiene por té&rmino medio amn Lo
tal de 5000 gammas ( 5 mg) de vitamina 312, unas 1500 gamwas
se encuentran en el higado y otrnas 3000 gammas en el misculo,
el nequenimiento normaf diario oscila entre ' y 2.5 gammas,
se necesitan varnios aios en que falle La absorcibn de fLa vita
mina BIZ para que se produzea un deficit en un individuo am-

tes sano.



CARACTERIST TICAS ORGANOLEPTICAS Y FISICOQUIMICAS DE LA VI-
TAMINA 8,2

- - - - -

Lta vitamina 8,2 Y especdificamente su forma mds ce
min La cianocobalamina es inodora e insipeda, existe como
un polvo nojo o cristales nofos, muy higroscépicos en su -
estado ‘anhidrno, La humedad puede sexr extraida a 105° C ba
fo presién neducida, Ra vitamina B,2 es s0Luble en agua --
arniba de 1.25% relativamente solubfe en alcoholes bajos
'y fenoles, pero insoluble en La mayoria de Los solventes -
orgdnicos. Los cnistales empiezan a oscurecernse a 210-
220 °C y funde a 300°C. Aunque La cianocobalamina en La
cual el grupo ciano estd coondinado al dtomo de Co, es La
gonma mds comdn de La v.itamina B,2 , también existen otras
gormas de Las cuales Los Lones -0H [ hidroxocobalamina ),
- N0, [ Nitnitocobalamina ) -HS0; [ sulfitocobalamina )
sdustituyen al grupo ciano .

EL colon nojo se debe a La presencia de Co La u--
nién Co es mds bien covalante que fonica . La cianocobala
mina absorbe agua, el producto inical contiene de un 10 a
12% de humedad absorbida . La actividad es destruida pon
metales pesados por oxidaciones fuerntes o agentes nreduc-
Lones perno no por autoclfave en periodos contos a 121°C
La s0Lucibn acucsa tiene un pH neutro, aunque su estabili-
dad mdxima es de 4.5 - 5 unidades de pH

La Coenzima 812 digierne de La clanocobalamina en-
que en Lugar del grupo ciano, tiene unido al Co un grupo 5
deoxiadenosina




Cuadro No. 1

Caractenisticas onganolepticas y fisicoquimicas de Las -

Vitaminas By, ,
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B B

8/S

B/S,

 fug 6 °
B 8 8 .
12 ] é
Cristales de coijPolvo cristalino Ataﬁ 3 de
Descnipeidn Lon nofo oscunolcon olor a nue- 2anco.
- ces.
Férmula
Condensada C63H8800N,4014P ,2 ,80N4SCJZ C8H1,03N
_sza moleculan 1355.40 337.29 205.64
Punto de Fusibn 500°C 248-250°C 202-206°C.
Solubilidad Agua, AfLcohof |Agua, GLicerina | Agua, alcohol
pH 4-5,5 2.7 = 3.4 3.0
Pureza 96-100.5% 98-102% 98-100.5%

B/S.

B/s

{ nesultado en base seca )




Nombire

Nuclebtido base

Obsenvacdiones

Seudovitamina B,2

Factor A +.vevs s

Facton B ,.vcev. s

FagtoX Cloinvos x

Faetan @ vdircante
Factox E cvneeines
FaotoX F ocsvriine
FROLOA O covv s v

Factoxr Hiesoiaoess

FQCLOR. 1 v sa g oreinios

Adenina

?2-Metiladenina

{ 844in nucledtido )

Guandina (?)

Desconocido

Desconoeddo

2-Metilmencaptoadenina ?

Hipoxantina

2-Metilhipoxantina

5-Hidrnoxibeneimidazol

1

Prineipalmente a&tivq para bacterias (E.cold)

Activo para cientas bacterdias:dinactivo para

el pollo. Se neabsonbe mal en el intestino. Ad
ministnado por via prentérnica, se acumula
principalmente inalterado en el higado, Escasa
mente eficaz en La anemia pernicdosa,

Poncib6n excenta de nuclebtido de B,,,seudovita
mina B,, y Factor A, Muy actdive pala algunas =
bacteakaa. inactive pana nata y pollo, Se reab—
sonbe mal en el intestino., Inactivo en La anemia
perniciosa,

Mezela de 2 compuestos muy sdimilares C, y C, -~
procedente de heces de ternero, De actlvldai en
Las bactenias similanes a La def Factor B, en

el que se convieate poco a poco en s0fucddn acuo-
sa.

Pigmento acido nojo, de heces de teanero, 44in-
actividad vitaminica, tal vez sea un metabolito
Aintenmediandio. i

Pigmento acido nofo, de heces de ganado porcino
y bovino o de natas, tambien se encuentra en pro_
ductos de fermentacibn, Actividad para bacterias
como La del Factonr B.

Principat componente con actividad de B,, en he
ces de pollo y en La de cerdos,

Producto de desaminacidn de seudovitamina B,,,
en heces de teanenos y cendos, muy actdivo p&ia
E.Cold.

Producto de desaminacién def Factorn A, en heces
de terneno y cendos y- activa para E. Cold,

Tdéntico al factor B 12 111 de Lodos de alcanta
rilla activo para bacternias y polluelos,
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CAPITULO _ _I11

e - - -
- ——— - -

DESCRIPCION DE LOS METODOS ANALITICOS OPTIMOS EN LA DE TERMT _

NACION DE_LAS VITAMINA B,, B,, B,, COMO MATERTA PRIMA. _____

De una manera general Los métodos para La determina

cibn de Las vitaminas citadas, se dividen en:

a) Quimicos
b) Biol6gicos
Los Métodos Quimicos.- Nos indican La presencia del

grupo a cuantificar de acuerdo a La técnica, por ejemplo el

colaor, mdximo én una grdfica y a una Longitud de onda.

Los Biolbgicos.- Nos determinan La potencia 6 ac-

tividad de La vitamina a nivel funcional ( generalmente se -

emplean animales ).

EL uso de uno, de otro, 6 de Los dos depende del --
wdo a que estd destinado el medicamento y obviamente a Las -
condiciones del Laboratorio . Nonmalmente Lo0s biokégicos,no
se usan debido a que son tardados y dificultosos, ademds em-
pLean mds equipo humano e instrumental que koa quimicos, Los
microbiolfgicos se emplean en La actuatidad.pana medin La -

actividad de La vitamina §rente a afgurna cepa de microonrga--



gl

nismos especifica y de requerimientos nutrnitivos especiales.

En este trabajo expondremos solamente Los métfodos-
quimicos y microbiolfgicos por consideranlos mds empleados en

La Industrnia Farmacéutica.

Podemos dividin Los métodos de valoracibn de vitami
nas a saben:
Téenicas espectrofotométricas

1.- Métodos Quimicos
Téenicas Cromatogrdjicas.

2.~ Métodos Micrnobiolbgicos.

Todos estos métodos estan nelacionados entre 8L, pon
efemplo; en el métode cromatogrdfico se hace La separacibn -
del activo a cuantean en La placa, columna y/o papel cornes-
pondiente, ya Aseparados de acuerdo a su Rg, se se separa La
. mancha, se eluye y se hace La Lectura especitrofotométrica
En el caso del microbiolégico se hace La Lectura final de --

Los nresultados por volumetria o bien pon turnbidimetria.

Descnibinemas de una manera muy somera Los métcdos-
de andlisis de Las vitamina 8, ’ 86’ 812 dando Las principa-
Les citas biblLiogrdficas Las cuales son una recopilacién de-

Las técnicas empleadas porn algunos Laboratornios cuyos produc
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tos son vitaminicos Liofitizados, tales comor Menck México,

Carnten w«Llaee; Grupo Rousell.

En La siguiente tabla hacemos el negistro sinbptico
de Los métodos utilizados por estos Laboratorios, Las citas-
bibliogrdficas y Los fundamentos de Los métodos mencionados
» “en fLa tabla y que se describen a continuacibn, y por ultimo
aquellos que fueron utilizad&5 en La parte experimental du-

rante el ‘desarnollo de este trabajo.



METODPO S B, Bé : 8,2

Fluorométnico + 8 +

Especthofotométrico Viaible + + * ¥
u.v. + + *

Cromatogrdficos b + + 4

Micnobiolbgicos ' + + L4

Voluméiricos . + +

Polarogrdficos + +

Gravimétrnicos +

" Métodos empleados mds comunmente, cuyo fundamento se descrnibe en este capitulo.
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Métodos para La deteaminacién de £a vitamina B,, como materia

prima:

1.- Método espectrofotométrnico:

a)

b)

c)

d)

e)

§)

F UNDAM

Britsh Pharmacopeia, 1973, pdg. 233.

Fanmacopea Nacional de Los Estados Unidos Mexica-
nos, 1974, 4a Ed. pdg. 626-6128.

"Farmacos 73" De La Comisibn Téenico-Consulitiva-
de £La Camanra Nacional de La Tndustria de Los Labo-
ratornios Quimico-Farmacéuticos. pdg. 175 - 177.

Manzurn, Haque, Hashmi., Ed. John Wiley and Sons.-
1973. Assay of vitamin in Pharmaceutical Prepara--
tions. pdg. 243- 246.

Strnohecker, heinz M. Henning, Venlag Chemie 1966.-
Vitamin Assay.

The United States Pharmacopeia, 1975. 19a. ed. »dg.
110 -111.

EL mé&todo espectrofotoméinico para analizan B,, co

mo materdia prima, es muy Lmportante y consiste simple y sencd

LLamente en hacer una dilucidn de La materia prima y efectuanr

Lectunas a

diferentes Longitudes de onda , para que La materia

prima presente Los méximos dentrno de especificaciones, dadas

asdi:



259y -

La vitamina B,2 [ Cianocobalamina ) se Lee a:

361 mm (1 mm), E =« 207

278 wmm (Y11 wem), E = 115

548 am (X1 wm), E 63

La vitamina B,2 { Hidroxocobalamina ) se Lee a:

351 nm - (X1 am), E = 188
274 wm (X 1 am ), E = 145
522 am (X 3mm), E = 60

Con esto ademds de La vaforacibn espectrofotométrica de €a vi
tamina B,,, se hace a Za vez 2a identificacibn de La misma,esia
bleciendo La relacién de Las absorbancias.

Se necomienda corren una cromatoghragia en placa {ina
para observar Las impurezas coforidas que pueda contener La ma

Lenia prima.

En otras técnicas se nos Lndica hacer fa dilucdbn pa
ra La vitamina B,y [ Acetato de Hidroxocobalamina ) en sofuci-
6n bufjen de acetatos, Leyendo a Las mismas Longitudes de on-

 da. EL objeto de hacer La difucidn en buffer y no en agua-
es: Mantenen estable fLa solucifn de acetato de hidrexocobala

mina.

METOD0S CROMAT GRAFICOS:

Ern sus dos especialidades: Columna y Placa fdna.
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a) Manzur, Haque-Hashmi. ed. John Wiley and Sons- 1973,
Assay of vitamin in Pharmaceutical Preparations. pdg.
265-267.

b) Strohecker, Heinz M. Henning. Venlag Chemie 1966. -

Vitamina Assay. pdg. 155-161- 163.

FUNDAMENTO

El fundamento de Los métodos cromatogréficos en pla

ca fina y en columna,es el mismo con La variedad del sopcnte.
s

Y en general el fundamento de La cromatografia es el

sdiguslente:

La cromatogragfia en zodas sus modalidades ha encontra
do resonancia en casi todos Los Laboratonios Quimicos, deb.ido
a su §dcil ejecucibn y bafo costo. Muchas de Las determinacio-
nes seguidas en La Industria Farmacéutica y en La alimenticia

4e basan en Los métodos cromatogrdficos.

EL Botdnico ruso Michael Tswett separé pon primera
vez en 1903 pigmentos de plantas mediante §iltracibn de sus
extractos sobre una columna de carbonato de caleio en un tubo
de vidrio, este impresionante trabafo contribuyo posteriormen
te a una difusibn ndpida de Este método de separacibn median-
te el cual principafmente La quimica de prodictos naturales -

neeibid un enorme impulso.
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Cada modalidad de cromatogragia representa 6en6méno¢ diferentes
segdn Las condiciones de trabajo. Lo que Zienen en comdn todos
Los principios cromatogrdficos son su forma de aplicacibn, ya
sea cromatografia en columna, Cromatogragia en papel, Cromato
grafia en placa fina o Cromatografia de gases, ademds de quz
todos tienen como finalidad La separacibn de mezclas de sus-
tancias dependiendo de Las caracteristicas mofeculares de Las
mismas .’

-~ Las principales técnicas cromatograficas son Las de

adsorcibn: y de parnticibn.

En La cromatografia de adsorcidn se LLeva a cabo fa
separacibn de una mezcla de sustancias dependiendo de %as dife
rentes caractenisticas polanes de eflas o sea de La capacidad
de forman enlaces con La superficie activa del sorbente( sopor
te ) en La superficie activa del sorbente existen fuernzas ¢lec
trostditicas en fonma de nejillas dependiendo tanto def tamaic
del grano como de La supenficie de este, por Lo que Las sustan
cias polanrnes o polarizables se uninfn electrnostdticamente a -

este proceso se Le LLama adsorcibn.

En una sustancia polarn el centro de carga se encucn-
trha en diferente posicibn espacial que el centro de carga ne-
gativo. esto es que La sustancia forma un dipofo, el cual es

atrnaido electrostdticamente porn el sorbente.
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“Una vez unida La superficie del sorbente a fa sustancia efec-
trostlticamente, s¢ procede a elfuir esta def sopornte con L% -
quidos de diferente polanidad, es decin, arrastra La sustan -
cia de donde estd unida mediante Las fuerzas competitivas del

s0lvente aplicado.

EL efecto de elucibn depende naturalmente de La constante die

Léctrica o-polanidad delf eluente.

Completamente diferentes son Las bases de La Cromatografia
de distnibucién, La cual como el nombre Lo indica, se LLeva a
cabo mediante fLa separacibn pon distribucibn en dos fases no
miscibles esto es, entre dos Liquidos no miscibles. También
La cromatografia de distrnibucibn tuvo su punto de partida en
La columna. Martin y Synge cargarbn una columna de fierra 54
Licea con agua como fase estacionaria sobre fLa cual aplica _
nén una solucibn no miscible con agua como fase mfvil y du -
rnante el transcurso del corrimiento se £Levo a cabo una dis -
trhibucibn continua defl problema entre Las dos fases. Las sus

tancias se separarbn en base a su coeficiente de distribucibn.
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Método Microbiolbgico:
a.- Difco Labonratonrnies. 9th-ad. 1963. Detroil
Michigan "Difco Manuaf" pag. 221-222.

b.- Strohecker, Heinz M. Henning. Venlag Chemdie.

1966. " Vitamin Assay ".

c.- The asociatibn of Vitamin Chemiszs INC.

Intensciencie Publishers. pag. 262-274.

"d.- United States Phanmacopea XIX pag. 613.



Respecto a métodos biolbgicos para La valoracibn de La

vitamina B,, Las cepas de microorganismos que se emplean

4do0n :

Ochromonas malhamensis
Euglena gracilis
E. coli

Lactobacillus Leichmannii

Existen diferencias considerables en La especificidad
de Los divensos métodos microbiolbgicos aplicables al -

andlisis de La vitamina 812'

EL método que emplea Ochromonas exhibe mayor especifd
eidad , ya que nesponde a aquellas cobalaminas (Benzoimi—
dazolf-Cobalaminas) que poseen efecto terapedtico en La-
anemia perniciosa . EL ensayo se afecta por La presencia
de grandes cantidades de metionina , que simulan activi-

dad vitaminica By, cuando se emplea este microorganismo

Por otra parnte La prueba con Euglena gracilis es po-
sitiva a Las adenina-cobalaminas clinicamente Linactivas
y el Lactobacillus muestra nespuesta ademds a otros de-
nivados asi mismo clinicamente inactivos [ hipoxantinas
- cobalaminas y desoxinnibosidos).

Porn Lo cual es ef microorganismo de eleccién para La

prdcetica de esta prueba en La mayoria de Los Laboratornios.

EL ensayo que utiliza E. coli ( ATCC 9637 mutante UV
113-3) todavia empleada con §recuencia es adn menos es-
pecifica y presenta reaccibn no s0Lo a La metionina 5ino

también a Las cobalaminas carentes de nuclebtidos.



La eleccibn del método depende principalmente de La -
composicibn de La muestra, el efecto de Las impurezas interfe--
nentes puede eliminarse en general por simple dilucibn de La --

muestra hasta alecanzar niveles de concentracidn Lnactivos.

Porn ejemplo, Los desoxinnibfsidos son menos activos -
que La vitamina BIZ’ en un factorn proporcional de 104, con fre-
cuencia es aconsejable LLevan a cabo una senie de ensayos compa
rativos empleando distintos michoornganismos 6 bien el mismo mi-
crooonganismo pero con distintos métodos para La preparaciln -

de La muestra.
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METODOS PARA LA DETERMINACION DE VITAMINA B, y 86 COMO MATERTA

e e e r rd e e e e e - ——. —- - —ew-" - - - - - -

1.- Fluorométnrico:

Lo- Strnohecken, Heinz M. Henning. Venlag Chemie. 1966.-
Vitamin Assay, pag. 65-67 y 136-137,

il - USP XIX Pag. 629

FUNDAMEN TO :

EL método §Luorométrico | hreaccifn tiocrnomo), estd ba
sado en La oxidacibn de La tiamina en s0fucifn alcalina a tiocro
mo, el cual tiene una fluorescencia intensa azul, dependiendo de
La concentracibn de Tiamina en so0fucibn. Este es el método mds
especifico y usado para determinacibn de vitamina B, como mate-

nia prima y particularmente dtif en el andlisis de multivitami-

nicos.

///J;::ii::[::; L\\\ I 2ce”
H2-CH 0 H
aanLL ’//Ai::}:::’\::j:\\ l
CH,CH 0 H

Ky Fz(CN)6

[ Tioeromo )
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Lo= Strohecken, Heinz M. Henning. Verlag Chemie 1966.-
Vitamin Assay. pdg. 88-89- y 125-127. ‘

FUNDAMEN TO :

La tiamina y La pinidoxina exhiben mdximos de absorcibn
en La regibn ultravioleta def espectro que son fuertemente depen-
dientes def pH de La so0fucibn, este método puede emplearnse en el

ensayo cuantitativo de tiamina y piridoxina como materia prima.

L.- En s0Lucibn de pH = 7 [ buffer de fosfatos ) a 232-233
nm, con el siguiente coeficiente de extincidn E= 345 calculado

en base seca.

AL .- En s0lucibn de pH= 2 ( dcido clorhidrice) a 246 nm con

el siguiente coeficiente de extinceidn, E= 425.

o A pH = 2 en s0fucién de dcido clorhidrico y a 291 nm,

su coefdciente de extincibn, E= 430.



i 36 =

Métodos cromatogrdficos, Microbiolbgicos, Volumétnicos,

Gravimétricos, para La determinacibn de vitamina 8, y'Bé como ma-

Lenia prima.

1.- Strohecker, Heinz M. Henning, Verlag Chemie 1966. Vita-

min Assay.

Para La vitamina B,, el método mds empleado en fa Indus
trnia Farmacéutica es el método colorimétrico con 2,6 dicloroquini

na- clorimida.

FUNDAMEN TO :

La adicién de La 2,6-dicloroquinona-clonimida a pinido-
xina en condiciones alecalinas y con isopropanol convierte a La vi

tamina a un compuesto indofenol de color azul.

Esta neaccdidn colorida se aplica para La deteccibn de
grupos fenol insustituibles en La posicibn "panra at'gnupo hidnro-

xifenblico, esto no es especifico para La vitamina 86

REACCION:
CH OoH 0H y
20H

5 ce CH EHZ £L

H CH%?H
A e

. + CL-N g ACe HO—@N 0
H.C NZ - “
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La especificidad sin embargo puede aumentarse, por La adicibn de
dceido bénico, con el cual se previene £a for macién de compues-
tos colonidos azules pon La formacién de un complejo con Los dos
grupos adyacented -CHZOH.- La desventaja de éste método es La -

inestabilidad def compuesto formado.

La medicidn del color se LLeva a cabo con intervalos -
de tiempo nestrningidos, resultando Gptimos Las Lecturas que se -
obtengan a Los 80 seg. después de La adicidn del reactivo de --

colonr.

Este método es el que tiene Los nesulitados mds acepia-

bles en La determinacibn de vitaminas B, en multivitaminicos.
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CAPITULO 1V

e m m - - -

ANALTISTS EXPERIMENTAL

MATERIAL Y METODOS:

Seleceibn de métodos Gptimos para La determinacibén de La Vitami-
na 812, en presencia de Las vitaminas B, y_86 en productos Lio-

§ilizados.

AL analizar vitamina B;, en un polivitaminico nos encon

trhamos dos casos:

a).- Productos que contienen 312 en dos formas a La vez cia-

nocobalamina 6 bien hidroxocobalamina base .

En el caso de Los productos que caen en el, inciso a)

el procedimiento general es:

Trans formar La hidroxocobalaméina en cianocobalamina con
s0lucibn de cianuro de potasio al 5% y determinar ésta cuantita-
tivamente pon cromatografia de columna., con La resina adecuada.
por efemplo: Amberlite CG-50 tipo 11, Intercambiador fuentemente
dedido ( producto de Merck Méx. )

En el caso de £Los productos del inciso b).- un procedi-

miento adicional al anterior que se puede apficar es:

Leer en el espectrofotometre a 525 nm La hidroxocobala-

mina, esto es:
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Aln cuando este producto tenga uLtamina'Bl Yy vitamina 36

La hidroxocobalamina presenta su mdximo a esta Longitud de
onda( 525 nm ) , el mdximo a 351 nm se enmascara ya que- a
este pH La Tiamina y La Pinidoxina presenian mdximos a 246 y
a 271 nm respectivamente .

Obviamente panra obtener un resultado cuantitative se co-
nne una muestra de referencia que céntenga Hédrnoxocobala-
mina , Tiamina y Pirnidoxina en Las mismas concentraciones

def problema.

Las técmﬁcaé mds aplicables para La deteaminacién de vi-

Zamina B,, son fas sdigulentes :

4L  Método espectrofotométrico
" 4L ME&todo cromatogrdfico

ii4 © MEtodo Microbiolbdgico.
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METODO ESPECTRO FO TOMETRICO DIRECTO

Es aplicable a compuestos que tengan La siguiente f6rmula:

Féramula x: $
Hidroxocobalamina acetato 3.23
Tiamina clLorhidrato 64.52
Pinidoxina CLorhidrato 32.125
METO DO :

Valoracibn de La hidroxocobalamina :

REACTIVW S:

Acido Acético 0.2 N.- Medir 11.6 mL de deido acético gla-

cial, diluirn y aforar con agua a 1000 mé.

Acetato de s6dio 0.2 N.- Pesan 16.4 g de acetato de so0dio

anhidro, disolver y aforar con agua a 1000 mL.
Sofucibn Reguladora de pH.- Mezclar 40 mf de solucibn ----
0.2 N de deido acético y 60 mf de sofucidn 0.2 N de a-

cetato de sodio.

PROCEDIMIENTO: '

Pesar aproximadamente 100 mg def polvo y pasarfos cuan
titativamente a un matraz aforado de 50 me, disolver y aforar -

con so0lucibn reguladora de pH.



S

Leer en el espectrofotémetrno a 525 nm, empleando como

bLanco La so0fucién reguladora.

CALCULOS

A = Absorbencia del problema

M = Peso de £La muestra expresadc en g.
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A) METODO CROMATOGRAFICO PARA DE TERMINACION DE
VITAMINA By,

Es aplicable a compuesios que tengan La sigulente
§6rmula :

FORMULA "y”

Hidaoxacobalamina 1.90
Cianocobalamina 2.86
Tiamina CLorhidrato 47.62
Pirnidoxina clLorhidrato 47.62
METODO :

Valoracibfn de cianocobalami

REACTIVOS :

Hidroxido de sodio I N

Dioxano- HCE : 69 mf de Dioxano
10 m€ de Acido clorhidrico IN
30 m€ de agua

Acido CLorhidnico 0.1N

" Acetona 85 % 85 mf de acetora

15 m€ de agua



,‘4’_

Solucibn reguladora pH = 4 Citrnato de sodio 65 g
Acido eltrnico 60 g
.Agua dest. c.b.p. 1 2L

Ajustar a pH = 4 con hidnéxido de sodio o deido citri

co empleando electrodo de vidrio y calomel.

Intencambiador : CG-50 tipo 11 grado cromatogrdfico.

PREPARACION DE LA COLUMNA :

Se agita el intercambiador con agua destilada y se de
ja neposar durante toda La noche. La solucifn tunbia sobrena
daﬁte se tina y se agita otra vez el intercambiadorn con agua
destilada. Se deja sedimentar y después de 10 min. se tira la
s0lucibn turbia. Este procedimiento se hrepite tantas veces sea
necesario, hasta que La dLtima solucibn sobrenadante quede
clara. Cuando se ha desechado La dftima s0Lucibln para Lavanr,
se agrega hidrnoxido de s6dio IN, se agita y se deja reposan
dunante media hora. Luego se decanta La hidroxido de s6dio se
Lava el intercambiadro tnatas veces sea necesario con agua has

ta obtener nreaccdibn neutra de La so0lucién de Lavado.

Se desecha esta so0lucidn y se deja nreposarn el inten --

cambiador durante algln tiempo en s0Lucibn de buffer ph = 4.

A una columna de interncambio Lonico (aproximadamente
2 em de didmetnro), se Le pone de base un tapdn.de Lana de vi

drnio, sobre de este tapbn se coloca La resina intercambiadona
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hasta tener una altura de 15 em. Se defa eluir La solucibn sobre
nadante y Qc Lava con 50 mf de HCT1 0.1N, después con 50 m€ de -
Dioxano -HC1 y Luego 4 veces con 50 m&. de HC1 0.IN. Se deja -
efuir cada vez hasta que solo algunocs mm del £iquido queden éu-
cima de La nesina. Finalmente se agneéan 50 mf. de sclucidn --

buffern, se agita bien, se deja sedimentar Lentamente y Luego se

defa eludn.

Este procedimiento se nepite hasta que el eluente ZLen
ga un pH = 4 y que queden unos mm de &ste sobre fLa supernficie

de La nesina, de éste modo La cofumna estd Lista para su empleo.

PROCEDIMIENTO:

A La columna recien preparada se £e pone La cantidad
de La muestra a analizan (equivalente de 250 ¢ Bjz ), de pre-
§enencia La muestra disuelta en sofucibn neguladora pH=4. Se-
deja eluir y se Lava tantas veces sea necesario con HCT 0.1N (

( 10 - 15 m& cada vez ) hasta que el eluente quede incoloro. Lue
go se Lava cada vez con 25 mf. de acetona al 85% hasta que el
eluente quede nuevamente claro. Se elimina La acetora Lavando -
con porciones de 20 mf de HC1 0.IN hasta que el eluente quede
anolono.y desaparezca el olor de La acetona. La columna inter
cambiadora debe tenexr so0fo £a coloracibn aojiza,-caaacteaibtica
de 1 ZLa vitamina Byyg» La que aparece en fLa parte supernior de -

La columna.
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Cuando el aeido clorhidrico ultimamente agregado a La
cofumna estd a s0fo 1-2 mm de La superficie de La resina
se aitade 20 me de Dioxano-acido clorhidrico a dicha co-
Lumna. Después de poco tiempo se foxma una zona de coloxr

rojo pkecisamente Limitada , £La cual baja Lentamente.

L2egando este anillo al tapén de algodbén , se recoge
el eluente en un matraz aforade de 10 me. , dicho eluente
contiene practicamente vitamina B;, pura, se LLeva a vold

men con La so0lucidén de Dioxanc-acido clorhidnrico.

DETERMINACION POR ESPECTROFO TO METRIA

La s0Lucibn de Dioxano-acido clorhfdrico -vitamina Byg
obtenida en el procedimiento del pdrrafo anternior se Lee
en el espectrofotémetrno a 361 nmm , em plando como blanco

La Aolucidn de Dioxano-acidoclorhidrico.

(3
EX =207

La misma solucibn se Lee, a 550 nm también usando como

bLanco s0Lucifn de Dioxano-acido clorhidrico .

1%
Eqm =63

CALCULOS :

Ax 10 000
$ de 812- et S
207 x m

m = peso de La muesira expresada en mg.

A = absorbancia de La muestra
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A X 10 000-
63 X m

= § Vitamina B,,

Usando intercambiador nuevo se observa ocasionalmente
que Los valores encontrados con La extineibn 361 mm son de
masiado altos, en este caso se recomienda una medicibn a 550
nm' Hay que f§ijarse bien que Los mdximos de absoreibn no va
nien notablLemente en 361 y 550 nm. Diferencias de + Z nm en

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

De Los valornes estimados de La vitamina B,, en La s0lu~-
cibn se caleula el contenido real del preparado tomando en

cuenta La dilucibn rnealizada anteniormente.
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METO 00 }CROMATOGRAFICO PARA DETERMINACION DE VITAMINA By,

Valoracién de Cianocobolamina

REACTIWS:

Son exactamente Los mismos que en el método A.

INTERCAMBTIADOR:

Resina de intencambio ibnico fuentemente deida ¥i -~
po T .
MATERTIAL:

EApEgtnoéotometaa.
Centrifuga

Columna de vidrio de 17 x 2 cm.

PREPARACION DE LA Q) LUMNA INTERCAMBTADO RA:

Se prepara de La misma forma indicada en el método ante-

nion.

PROCEDIMIENTO:

Tomar de Las muestras farmacéuticas una cantidad que

contenga aproximadamente entre 100 y 200 gammas de vitamina B,,
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(Cianocobalamina) , agregar 5 mE de so0fucibn reguladora de PH
e introducinla dentro de La columna. Pasar el Liquido a razén
de 50 gotas por minuto. Lavar La columna con solucién de HCI
0.1 N hasta que ef efugente nesulte incoloro. Volver a taudn
con s0lucibn de acetona al 85%, hasta que £a misma salga inco-
Lora. Lavar nuevamente con so0fucién de HC1 0.1N hasta que 2a

acetona haya s4ido totalmente eliminada.

En el caso de que Las mezclas farmacéuticas sean compaimd
das proceden de La siguiente manera:
Pesan y pulverizar 10 comprimidos, tomar una cantidad de polvo
que contenga aproximadamente 200 gammas del principio activo,
colocarla en un vaso de precipitado, agregar 10 m€ de agua, 5 m
de s0lucibn reguladora de ph , mezelar durante 5 min. dejar ne
podar, decantar, transferin a un tubo de centrifuga y centrifu

gar durante 5 min.

EL Liquido sobrenadante pasarlo a travéz de La columna a
razén de 50 gotas por minto. Repetin La extraceibn anterion tres

ocasiones pasando Las extractos por La misma columna.

Poner en La columna 20 mE de Dioxano - HC1 y recoger en
matraz de 10 mé La solucibn, que serd La vitamina By, Libre

para determinarse espectrofotométricamente.
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DETERMINACION ESPECTROFOTOMETRICA DE LA VITAMINA 8,

4

Prepanrar una so0lucidn tipo de vitamina 812 que conten-
ga 1 mg/100 m€, usando como so0Lvente La mezcla Dioxano-HCE
Leer La s0lucibfn del problema y La del tipo a 361 nm, usando

como blanco fa mezcla de Dioxano - HC!1 - Agua.

Ap Ct
Cp% o b2 x 100
At m
Cp -  Concentracibén de La s0lucibn problema.
Ct - Concentracibn de La so0fucidn tipo en mg/ml.
Ap - Absonrbacia del problema.
At.' Absonrbancia del Zipo.

m - Peso de La muestra en mg.
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METOD0 MICROBIOLOGICO

PRINCIPIO:

EL ensayo de vitamina 812, se basa en Los nequerimientos nutrnicio
nales de vitamina 812, que tienen cientos microorganismos. EL
que noamalmente se emplea es el Lactobacillus Leichmannii ATCC
7830, La nrespuesia def microorganismo es comparada cuantitativa
mente con zavde una solucibn st. de vitamina Bigp. La sensibili

dad del método es alrededor de 1 ng.

APARAT S:

Espectrofotometno
Centrifuga

Tubos de ensaye
Matraces enlenmegen
Autoclave

Pipetas.

REACTIWO S:

1.- Solucidn extractiva:

Fosfato disbdico - 1-2¢ 3
Acido citrnico - 1.10 g
Metabisulg§ito de Na 1.00 g
Agua destilada 100 me



S

2.~ ~ Sofucibn Stock de vitamina B,

Pesar 37.3 a 38 g de cianocobalamina U.S.P., adicionar 50-60 mi
de alcohol etilico al 25%, disolver y cuantitativamente transfe

rin a un matraz de 250 mf. aforado.

Calcular el volumen de s0Lucidn requerida para dar una solucién

stock conteniendo 1 meg de B,2 por cada ml.

Val. s0L. stock/mf& = mg de 8t x pureza del st.
1.0

Ya preparada fa so0fucibn a utilizar tendrd una concentracidn de

20 picogramos/mL. Se deberd almacenar en refrigeracibn y usar-

de s0lo durante 60 dias.
A=t Medio basal

Difco # 0457-15

Bacto B;, Assay medium U.S.SP.
4.- Cepa de Microorganismo:

Lactobacillus Lelchmannii ATCC 7830.

PROCEDIMIENTO:

En este método Los problemas se hacen porn trniplicado
para tener un mayor ndmero de datos a f£a hora de hacer Las cun-

vas y que haya una menor probabilidad de repetin fa prucha.
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La preparacibn de La muestra serd:

Se pesa La cantidad calculada para el en#aqo, se Lleva
a un matraz volumétrico, se afora con solucibn extractiva, se a-
gita, La mezcla asi se autoclavea por 10 minutos y 84 adn quedan
particulas insdclubles se £Leva a cabo una centrifugacidn. Ya que
tenemos una solucibn totalmente clara de aqui se hacen Las dilu-

ciones para Liguafar La concentracibn del s&.

La concentracibn recomendada es 0.02 mmg/ml= 20 pico-

gramos .
CURVA S TANDARD
ml de s0f. st. mf de medio mé de agua

St, 1 5 4
Stz 2 5 3
szs‘ 3 5 2
St4 4 5 1
Sts 5 5 0

Volimen §inal = 10 me.
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PRO BLEMAS 0 “MUES TRAS :

ml de problLema ml de medio me de agua
P, ] ..5 4
P2 2 5 5
P3 3 5 2
P4 4 5 1

Volidmen §inal = 10 ml.

Ademds de Los blancos de agua y de inbculo.

Ya teniendo asi Los tubos, se tapan con algodén u otnro
sistema de taponar y se estenilizan 5 minutos a 121°C. AL

salin delf autoclave se pueden enfriar en La LLave del agua.

Finalmente en condiciones estérniles se inocula cada uno
de Los fubos con una gota de inbfculo de microorganismo Zra-
tando de que ésta caiga en el centro def Zubo con el medio de
cultivo, &4 no fuera aéiila cantidad de microorganizmo que 4¢

queda adhenido a La pared del tubo nos falsearia el resultado.

Se incuba a 37°C de 18 a 24 horas dependiendo de La po-
tencia de La cepa, se puede Leen el nresultado al espectrofo-
tometno siendo E€ste el tunbidimetrico o bien una titulacidn
acidiméfrica , que se basa en La cantidad de acido Ldctico
© producido , el inconveniente es que como e utiliza solucibn

neguladora se debe £LLevar un blanco.
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CONSERVACION DE LA CEPA PARA LA PRUEBA:

La cepa se consdenrva en un medio selectivo de aqui se
hace La nesiembra por picadura a un tubo con medio s6Lido 4 dias
antes de La prueba, de aqui se pasa a medio de cultivo Liquido -
para La deteaminacidn cuantitfativa de La vitamina. La cepa se -
centrifuga 10 minutos a 2000 rpm hasta observar un precipitado
en La parte inferion del tubo de centrifuga y de esta misma for-
ma se Le practican una senie de Lavados, ya que se centrifugd
se remueve el precipitade con con una pipeta G algo Aemejante.pg

no éstenil totalmente y asi sucesivamente.

Los Lavados se practican con el objeto de eliminan res
zos de vitamina B,z del medio de cuftivo, de manera que mientras

mds bien se Lave, mejores nesultados obtendremos.
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RESULTADOS OBTENIDOS Y DISCUSION GENERAL SOBRE LOS
DISTINTOS METODOS .

En el sigudiente cuadro se muestran :

a). Resultados obtenidos con muestras que contienen
312 en forma de Hidroxocobalamina +B; + B, - utili-
éando el método espectrofotométrnico directo companan-
dolo con el método de columna con resina Amberlite CG-

50 tipo 11 grado cromafogrdgico .

Método espectrofotométrico Columna M&todo A
Dirnecto.
Mues tra % %

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 cuadro siguiente se muesiran :

Los nresultados obtenidos de B,2 en productos que con-
tienen By, en sus dos formas Hidroxocobalamina y Cia-
nocobalamina + B, + 86

Los métodos que se comparan son Los siguientes :
Columna con Ambenlite CG-50 tipo I1 , Columna con
Intercambiador ibfnico fuertemente ‘deido tipo 1 y el

método microbiolbgico.

Muestra  Amberlite % Intercambiadon % Microbiologico %

1 98.46 98.46 95.03-
2 99.00 98.47 97:.33
3 98.77 98.07 9755
4 98.39 97.63 96.63
5

98.77 98.38 98.43

Se hiciendn cinco determinaciones por cada mues-
tra y por cada método-y Los nesultados repontados en el
cuadro son La media de Las cinco detemnminaciones.

Los nesultados se neporntan comparados con La con-

centracibn tebrica del marbete y expresados en $.
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DISCUSION DE LOS RESULTADOS OBTENIDO S

=

Consideraciones previas.

Para LLegar a Los nesultados anterniores fué necesanio seleccionan

Los métodos adecuados para cada fase analitica, por Lo que el cni

terio que debe negir un buen control de La calidad debe ser el 84

guiente:

a)

b)

c)

d)

EL andlisis de La materia prima deberd ser minucioso [ver-
capitulo 11 ).

EL contrnol medio del producto en proceso Lo considerno de
suma Limportancia y recomiendo el uso de un método rdpido -
como el espectrofotométrico o cualquiern otrno que sea de --
Lgual velocidad en su desarrollo, para ahorranr tiempo Yy ga

rantizan La calidad durante La fabricacibn.

EL control del producto terminado debend ser exhaustivo, -
empLeando métodos mds complefos o sofisticados para La con
girmacibn quimica, dg modo que en esdte caso La verificacibn
de La actividad de La vitamina 812, debe efectuarse porn el
método microbiolbgico, puesto que se cuenta con el tiempo
necesario para efectuar el andlisis, mientras se efectuan
Las pruebas de estenilidad def producto.

Y asi dar un repornte de La actividad y potencia del pro---
ducto teaminado plLenamente congiable quimica y biolbgicamen

Le.
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Los métodos a emplear por cada Laboratonrnio, dependerdn:

De La capacidad de sus instalaciones, asf como de La habi-
Lidad de sus quimicos para desarrollar y aplicar métodos apropia
dos y de resultados al tamente confiables, todo efLlo apegado a -

Las nonrmas en vigon.

I1.- DISCUSIONES SOBRE L0S DIFERENTES METODOS EMPLEADOS:

Como se puede observar en cuanto a resultados no dista wmu-
cho un método de otro, pero Los factores que el quimico debe anali

zar son Los siguientes:

1.- Tenen Las condiciones apropiadas para desarn-rollar tal 6 =
cual método. Asi porn efemplo danse cuenta de que Los métodos
cromatogrdficos expuestos en el capitufo IV, son practica-

mente £Los mismos, pero con La modificacion de La resina Intercam-

biadonra.

2.- En cuanto a Las nresinas utilizadas:

En ef caso de La nesina es La Amberlite CG-50 tipo I1 gra-
do cromatogragico | Rohn and Has )}, en el otro caso en un
-Lnte&cambiqdon i6nico fuentemente deido, tipo 1T (Merckh---
México), para cada caso se utifizard un diferente dilametro

de columna | vén siguiente figura ):
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(3.5 em)didmetno

(1.0-1.5 em) didmetro
10 em r-
(2.0-2.5 cm)
didmetnro
25 em
20 cm
3.- En cuanto al gasto de reactivos: Podemos decir que en el

caso del intercambiad-on fuentemente dcido Zipo 1, es me-
norn, asi como La cantidad de resina que se coloca en La -
columna, aunque La altunra 6 cantidad de resina depende de
La muestra a analizar, asi porn efemplo 54 se analiza Qn multivi-
taminico con La mayoria de Los miembros del complefo B, La canti

dad de nesina aumenta por La siguiente razon:

Hay que eliminar La mayor cantidad de compuestos que acom

paian a La vitamina 812, obv.iamente mediante un mayor ndmero de

Lavados con HC1 0.1N.

4.- 0tro factor muy imporntante es el tiempo de andlisis, en el
caso def método con Amberlite se emplea un tiempo aproxima
do de 4-5 honas y en el caso del método con Intercambiador

guertemente dcido es de 2 honas.
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Desventajas:

Una desventaja que debe hacerse notar def Intercambiadon
fuertemente deido con respecto a La resina Amberlite es

La siguiente:

La nesina Amberlite es de color blance, La vitamina 812'
es de color nojo | por Lo menos en Los productos Liofili
zados en que se nealizé La parte expenimental). De mane
ha que en cuanto se coloca £a muestra sobre La nesina ésta
4e colorea de rosa ( no de rojo, ya que La concentracibn-
que se emplea es 200 gammas ). formando un aniflo que pri
mero queda fijo en La parte superior de La columna a pe--
dan de fLos Lavados seniados que se Le practican con HCIT ,
acetona, cuando se agrega La mezcla de Dioxano-HCI [ este
es el nreactivo que va a arrastrar La vitamina 812), La ---
muestra se va recorrniendo La columna y se recibe ya pura -

La vitamina 812 al g§inal de necorrnido por La columna.

En el caso del Intercambiadon fuentemente deido, este tie
ne un oscuro color, de manera que se pierde La visibili--
dad de £a Locafizacibn del anillo de La muestra em La co-
Lumna y para evitar zinoaa& debido a ello, nosotros uti-

2izamos el sigudlente procedimiento:
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1.- . Se negula el tiempo de goteo aproximado para La elucibn
total de La muestra de vitamina B;,» una vez que ha s4-.
do eranada tanto de Las otras vitaminas como de Las sus

tancias que se utilizan como sppornte en el Liofilizado.

Nuestro trabajo dié nesultados favorables negulando el-
goteo a 50 gotas por minuto, pero esto es variable y de
be caleularnse de acuerdo al grosor de La columna que se
emplee y a La cantidad de 4@4£na que se coloque dentro-

de £a columna.

2.~ Aunque & La concentracibn que se utiliza normalmente pa
ra deferminacibn de vitamina 812 por Este método que es
alrededor de 200 gammas La s0fucibn ya tieme un color -
Ligeramente nosa fdcilmente observable en el momento -
en que comienza a obtenerse en forma pura. En forma cuan
titativa se ‘eluye con una mayor cantidad de Dioxano, pa-
ra asegurannosd que ya salid healmente toda La vitamina,

ast 84 el aforo dice a 10 me, se hace a 25 me.

En estas cand;cioneA podemos ya Leer en el espectrofoto

métro a 361 nm sin dificultad y con La mayor exactitud.
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CAPITULO VI

CONCLUSTONES:

AL analizan Los datos obtenidos en el andlisis estadistico -
comparativo de cada uno de Los métodos empleados en La deten-
minacidn de vitamina 812 en multivitaminicos Liogilizados, se

obtuvienron Los siguientes coeficientes de variacibn:

Determinacibn de Vitamina B,, ( Cianocobalamina )

Métodos: Coeficiente Variacidn:

Cromatogrdfico con resina

Ambenlite ‘0.B93

Cromatogrdfico con Tnten- o

cambiador Iénico 0.3 - tbg3
‘Microbiolbgico 9.554

Determinacibn de Vitamina B, { Hidroxocobalamina )
Metodos Coeficiente de Varniacibn °

Cromatogrndfico con Re4¢na
Ambenrite 0.284

Espectrofotométnico 0.168

De Los nresultados anterniornes se puede concluin que de Los -

métodos analiticos utilizados:
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EL método Cromatogrdfico que emplea nesina Amberlite, -
para el andlisis de Vitamina Bjp » en Las dos 6oama4-d
( Cianocobalamina e Hidroxocobalamina ) es el que se e-
Ligié panra controlan Ra potencia durante el proceso de-
produccdibn por su facilidad de aplicacibn y porn sen el

mds sensible y exacto.

EL método empleando el Intercambiador Tonico es el mds

rdpido s4in embargo, debido a que el coeficiente de varia
etdn obzenido en este método neflefa ciento grado de ine
xactitud, estimamos que hrequdienre de un mayorn estudio para

complementarnse.

EL método microbiolbgico, debe emplearse exclusivamente-
para producto teiminado, ya que su utilidad se neduce a
probar La actividad biofégica del producto, bueéto que -
La potencia se ha ido midiendo durante el proceso, es el
método mds Lento y complicado, Lo que aumenta Los costos
de andlisis, ademds de que no puede utilizarse para ve--

nificarn La potencia en el ftranscurso de La produccibn.

Finalmente sugenimos que ef método de andlisis que sea selec-

cionado por cada Laboratonio, sea &que[ que se apegue a Las --

condiciones individuales de %rabajo, debiendo elfegir a-

quel de mayor exactitud y economia.
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CTANOCOBALAMINA

Método con Ambenlite

d d?
98.46 0.21 0.0441
99.00 -0, 33  0.1089
98.77 -0.10 0.0100
98.39 0.28 0.0784

98,77 0.10 0.0100

m= 98.67

n-1
0 -f. :
0802 . (775775
= 90.133

"

c.v, £ x 100
m

c.v. 0.144 x 100/ 98.84 = 0.143

Método con Intercambiador ibnico

d

98.46 -0.26
98.47 . 0.27
98.07 -0.13
97.63 0.57
98.38 0.18
m= 98,20

G =)0.1029 -\p.0257
‘___7__ 1

a = 0.1603

e.v. = 0.1603 x 100
98.70

c.v. = 0.1632

d?
0.0676
0.0729
0.0169
0.3249
0.0324



todo_microbiolégico

d
95.03 .  1.88
97.33 -0.42
97.15 -0.24
96.63 0.28

98.43 1,52

me= 96.91

a=f1.25 =|o.0376
{_7__ J

o= 0.554

e.v., = ,554 x 100
= 96.91

c.v., = 0,572

3.53

0.1764
0.0576
0.0784
2.3104

Método espectrofotoméinico

d
98.50 0.34
98.90 -0.06
98.90 -0.06
99.40 -0.56
'98.50 0.34
m= 98,84
0276

o =] 1104 -‘0
S R

G = 0.166

‘e.v., * 0,166 x 100

9
e.v. = 0.168

8.84

0.1156

0.0036
0.0036
0.3136
0.1156

Columna nredina AMODRALAAC

d a?

98.8° 0.22 . 0.048%
98.3 0.72  0.5184
99.4 .0.38  0.1444°
99.8 0.78  0.6084
98.8 0.22  0.0484

m= 99,02

's -lo.z1sa -{"Tbas4
4

T = 0.261
e.v., = 0,264 x 100

eV, = 0.264
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