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RESUMEN DEL TRABAJO 

Dada la importancia que representa para la Industria Far

macéutica Mexicana, la determinaci6n de las impurezas coloridas del 

Acetato de Hidroxocobalamina, para controlar su calidad y evitar la 

degradaci6n de la mi sma; el presente trabajo tiene como objetivos, 

el proponer un método para la determinaci6n de éstas, que sea con -

fiable y reproducib l e, además de presentar las ventajas d e un gasto 

menor de tiempo y costo al ya reportado en la literatura. 

Para lograr lo anterior, se vieron diferentes formas pa

ra separar y valorar estns impurezas, entre las cuales se seleccio

n6 el método de separaci6n por cromatografía en capa fina , para lo 

cual se probaron di f erentes fases estacionarias, y se vi6 que la 

mas apropiada era la Sílica Gel, se usaron diferentes sistemas de 

eluyentes para su desarrollo. El sistema de eluyentes que di6 resul 

tados satisfactorios para la separaci6n de las impurezas coloridas, 

fué el de Metanol/Agua 93:8. Para valorar estas impurezas, se revi

saron diferentes mé todos que podrían servir para este fin, y se con 

sider6 que el más convenie nte, era el utilizado en el método repor 

tado en la literatura (cromatografía en papel), por ser l a técnica 

más sencilla y conf i able. 

Además, se presenta el método encontrado en la literatura 

(cromatograf ía en papel) y el desarrollado en el presente trabajo 
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(cromatografía en capa fina), se presenta un análisis estadístico 

donde se compara la reproducibilidad y confiabilidad del método 

propuesto con respecto al método repo rtado . 
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INT RODUCCI ON 

Algunos de los principales problemas que se presentan en 

la Industria Farmacéutica Mexicana, consisten en lá obtención de 

productos que reunan las especi.ficaciones establecidas por la litP 

ratura oficial (Farmacopeas), el desarrollo de nuevas formas de p~ 

rificaci6n que garan ticen su estabilidad y la aplicación de técni-

cas analíticas que permitan la valoración cualitativa y cuantitat~ 

va de d ichos productos. Sin embargo, aunque la tecnología relacio-

nada con ~stos campos ha avanzado considerablemer.te, en 1a actuali 

dad existen productos de importancia que no han siJo totalmente do 

minados; como es el caso de la Vitamina B12 , que aunque en su pur~ 

ficación es obtenida de gran pureza, se descompone con facilidad 

por los efectos que sobre ella ejercen la luz, la temperatura y la 

presencia de algunas impurezas coloridas (~cidos rojos y otras) º 

Existen varias sales de la Vitamina B12 (1,2,3,4,5) en

tre las cuales , la que presenta mayor retención en el organismo, 

es el Acetato de Hidroxocobalamina(S). Se ha observado experimen -

talmente que esta sal de '! ~ tamina B12 es de las que más facilmente 

se degradan y a la vez, es de las más afectadas por la presencia 

de las impurezas ya mencionadas, por lo que fué seleccionada para 

el presente trabajo. 

La presencia de dichas impurezas coloridas , puede deber-

se al paso de la Cianocoba lamina (otra forma de Vitamina B12 ) , al 
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Acetato de Hidroxocobalamina, o bien pueden estar presentes desde 

la Cianocobalamina de que se parti6 º 



5 

OBJETIVOS 

Los objeti vos de este trabajo son los siguientes: 

1.- La aplicaci 6n de la Cromatografía en Capa Fina, para la 

separaci6n de las impurezas coloridas presentes en el Acetato de 

Hidroxocobalamina (y otras sales de Vitamina B
12

), como un méto

do confiable y reproducible, con un mínimo de tiempo y costo º 

2.- La eluci6n y cuantificaci6n de las impurezas coloridas, 

por los métodos m~s convenientes, ya sea que se encuentran repo~ 

tados en la literatura o se definan por experimentaci6n º 

3 º - La evaluaci6n de la confiabilidad y reproducibilidad 

del método de separaci6n y cuantificaci6n que se esta proponien

do en relaci6n al método ya reportado. 



6 

PARTE TEORICA 

En los úl timc s años , la separaci6n de impurezas colori 

d as de l Acetato de Hid r oxocob alamina , ha sido desarrollada por m~ 

t odos croma t ográfi cos en papel . El método consta de una cromato -

graf 1a de scenden te en pape l , y se presenta a continuaci6n . 

SEPARACION Y '.'ALORACI ON DE IMPUREZAS COLORIDAS POR CROMATOGRAFIA 

EN PAP EL (2 , J,B) 

A) DESCRIPC I ON DEL METODO.- Las im~urczas coloridas del 

Acetato de Hidroxocobalamina , se considera que son ácidos rojos y 

o t ras coba l aminas, las cuales son resultado de la transformaci6n 

de Cianocobalami na a Hidroxocobalamin a , aunque se ha encontrado 

q ue dichas impurezas tambien puede n estar presentes en la Ciano 

cob a lamina de la que se partió pa ra la transformación , El método 

cons ta de una cromatograf i a descendente en papel, seguida de una 

elución y v a lo r ación espectr ofotométrica de las bandas de impure

zas coloridas que presen t an mayor o menor polaridad que la banda 

principa l. 

B) P REPARACI ON DEL PAPEL CROMATOGRAFICO.- Usar papel -

c r omatog ráfico Whatman No . 1 de 19 cm . de ancho por SS cm . de 

largo, dibuj a r con l ápi z u na l i nea té nue que sirva d e gui a par a -

aplicar una b anda a 8 .S cm . del or í gen , dejando l. S cm . de cada 
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lado . Marcar otra línea igual a la anterior a 36 º 6 cm. del orígen 

(2 terceras par.te s de la longitud de la hoja) que servira como lí

mite a donde deberá llegar la banda principal del cromatograma. 

C) PREPARACION DE LOS ELUYENTES CROMATOGRAFICOS . - (Fase 

m6vil y fase estacionaria) mezclar por agitaci6n durante 10 min . , 

500 ml . de agua destilada y deionizada con 500 ml. de alcohol sec

butílico; dejar reposar 15 horas a temperatura ambiente y la solu

ci6n resultante, utilizarla de la manera siguiente: 

a) La fase inferior (acuosa) adicionada de 1% (v/v) -

de Acido Acético Glacial y 5 ml. de soluci6n acuosa de KCN al 10%, 

se usa como fase estacionaria vertiéndola en la cuba cromatográfi

ca. 

b) La fase superior (sec-butanol) adicionada de un 1 % 

(v/v) de sec-butano l, se usa como fase móvil vertiéndola en las na 

ves cromatográficas. 

D) PREPARACION DE LA RESINA DE INTERCAMBIO IONICO.- (de

bilmente ácida) La resina a utilizarse es la IRC-50 forma ácida o 

bien su equivalente de la casa Merck que es el cambiador de catio

nes debilmente ácido (cambiador de i ones IV) . 

Pesar 1 g . de la resina, pasarla a un vaso de precipita

do d e 10 ml. y agregar aproximadamente 10 ml . de agua destilada y 

deionizada; agitar con una espátula hasta que la resina se deposi

te en el fondo del vaso , de jarla activar en el agua un mínimo de 8 
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horas; pasar la resina a una pequeña columna cromatográfica o a una 

bureta y lavar con agua destilada y deionizada hasta que la solu 

ción eluente tenga un pH neutro, pasar la resina a un vaso de 10 ml . 

decantar el agua y secar lo mejor posible con papel filtro, agregar 

5 ml. de soluci6n de KCN al 1 % en agua, dejar en contacto durante 

5 min. no más de los 5 min.). Para asegurarse que la transforma -

ci6n de KCN a HNC ha sido completa, decantar la solución pasándola 

a un vaso de 5ml. y guardarla para la transformaci6n de Hidroxocoba 

lamina a Cianocoba lamina o de ésta a Dicianocobalamina. 

E) PREPARACION DE LA MUESTRA POR ANALIZAR.- Pesar 50 mg . 

de la muestra (Acetato de Hidroxocobalamina) y pasarlos a un matraz 

aforado de 5 ml.; disolver con 4 ml. de agua destilada y deionizada, 

agregar 1 ml. de soluci6n de HCN recientemente preparada ( no debe-

rá usarse soluci6n de más de 6 horas, dada la inestabilidad del HCN) 

dicha soluci6n es la obtenida, mediante la resina de intercambio ió 

nico; una vez aforada la soluci6n a 5 ml. se deja reposar durante 

15 min . , agitando de vez en vez y pasando éste tiempo tomar una o -

dos gotas de la s o luci6n problema, diluyéndolas con agua destilada 

y deionizada, ver al espectrofot6metro si presenta esta soluci6n un 

~ max. a 361 nm . usando como blanco agua destilada y deionizada, -

para asegurarse que la transformación a Cianocobalamina sea comp le

ta. En caso d e no presentar un¡(. máx . a 361nm . , significa que al -

g6n paso previo n o estuvo bien hech o y s e t e ndrá que come nzar de 

nuevo. 
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F) APLICACION DE LA MUESTRA º - Aplicar una banda de la so-

luci1Sn prob lema, valiéndose de una microjeringa de 50 )1 L, 500/L 

equivalentes a 0.005 g. del producto; iniciar con tres aplicaciones 

sucesivas, dejando secar para evitar que la banda sea demasiado gru~ 

sa, hacer otras tres aplicaciones de cada una, dejar secar y 

efectuar tres aplicaciones más y antes de que seque por completo ha-

cer la décima y altima aplicaci6n, dejar secar completamente y hacer 

un doblez a todo lo ancho del papel cromatográf ico y exactamente a -

la mitad del orígen del cromatograma y la banda de apl icaci1Sn (4 º 25 

cm.), meter a saturar el cromatograma con los ~apores de la fase es

tacionaria, un mínimo de 4 horas al cabo de los cuales se vierte la 

fase m6vil en las naves cromatográficas, y se introduce el extremo 

superior del cromatograma en la fase m6vil, pisando el papel con una 

varilla de vidrio para evitar que caiga con el peso del solvente; se 

deja correr el cromatograma hasta que la banda principal haya alean-

zado 2/3 partes de la longitud de la hoja, (ésto tarda aproximadame~ 

te 72 horas dependiendo del tiempo de saturaci6n) sacar el cromato -

grama de la cuba, secar a temperatura ambiente y proceder a valorar 

las impurezas coloridas. 

G) ELUCION DE LAS BANDAS DE IMPUREZAS COLORIDAS º - Cortar 

con tijeras las bandas coloreadas que se encuentren hacia arriba o -

hacia abajo de la banda principal. Colocar los extremos de las bandas 

cortadas sobre una caja Petri que contenga un papel circular (papel 

filtro) embebido en agua; combinar los elufdos, aforar a 25 ml º con 



10 

agua y leer a una¡( de 361 nm. la absorbancia de la muestra usando 

agua como bl a nco º 

CALCULOS: 

% de impurezas coloridas A X 25 X 100 
E X p (100-h) 

DONDE: 

A Absorbancia de las impurezas coloridas leídas a 361 nm º 

25 Aforo 

E 207 ( El% 
1 cm 

de Cianocobalamina) 

P Peso de la muestra aplicada en el cromatograma (0.005) expres~ 

da en gramos. 

(100-h) = Pureza del producto analizado menos la humedad. 

Ejem , h = 12 % 100-h = 88 

El método mencionado anteriormente, da resultados acept~ 

bles, pero presenta varias desventajas, entre las que se encuentran: 

el emplear mucho t i empo y el ser p.oco econ6mico; por lo que se bus-

c6 un método de separaci6n de las impurezas mencionadas que fuera -

tan confiable, reproducible y más práctico y económico al ya exis -

tente. 

Entre los métodos de separación a escoger se vieron los -

siguientes: 

A) Cromatografía de Gases.- Método muy exact o pero de cos 

tos muy elevados, por no contar con un cromat6grafo de gases en to-

dos los laboratorio s º 
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B) Cromatografía en Columna.- El método de cromatografía 

en columna, es emp l eado en la producci6n del Acetato de Hidroxoco

balamina, en el momento de ser purifi c ada, pero algunas impurezas 

no son retenidas por la col'..l1llna, lo que se ha vi s t o experimental -

mente, y se pens o q ue este método n0 s ería el más conveniente . 

C) Cromat ografía en Capa F ina(S, 9 ) .- El método de croma

t ografía en capa fina presenta varias ventajas, por ser de fácil -

manejo y usar un e q uipo sencillo que puede ser obtenido con facili 

dad. 

D) Distribuci6n y contracorriente(S) .- Este método da la 

separaci6n de cobalaminas de o tras mo léculas que no lo sean, por lo 

que se considera que los resultados obtenidos no serían satisfacto

ri o s, debido a que las impurezas a las que nos r eferimos, presentan 

el color característico de las cobalaminas, y por lo tanto estas de 

ben seguir siendo cobalaminas. 

De los métodos anteriormente citados, se puede ver que el 

más conveniente para nuestros fines es el de cromatografía en capa 

fina, por lo que se uso en el presente trabajo. 

Para la evaluaci6n de las impurezas coloridas del Acetato 

de Hidroxocobalamina ya separadas, se seleccion6 el método reporta

do en la separaci6n de impurezas coloridas por cromatografía en pa

pel, o sea el método espectrofotométrico, (l,Z, 3 ,s,G,?,S) pero taro -

bien se puede escoger, algunos de los siguientes métodos: 
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l º - Determinación Espectrofotom€trica de Hidroxocobalami

na .- (lO) Este método se basa en la determinación de la absorbancia 

q ue presen t a una solución del producto a un/... máx . de 3.5lnm , y cale~ 
lando su Ei~ 0 , para el Acetato de Hidroxocobalamina el valor re -

por t ado de 

balami na e l 

E
1

% es de 187, y para el Clorhidrato de Hidroxoco
lcm º 

El% e s de 190 (estas sales de Hidroxocobalamina son las 
lcm 

más comunes y leen a una misma longitud de onda) . La muAstra probl~ 

ma se purifica por cromatografía cuando hay impurezas presentes º La 

c u rva de absorbancia obtenida por este tipo de valoración o determi 

nación se puede observar en l a figura 1 

2 º - Determinación Espectrofotométrica en forma de Ci anoco 

balarrina º _ ( l l) La Hidroxocobalamina es transformada a Cianocobalami 

na mediante un tratamiento con KCN y se determina su absorbancia a 

un A máx , de 36lnm º , se tiene un E1
1 % de 207 para la Cianocobala-

cm º 

mi na . 

3 .- Análisis Espectrofotométrico Diciánico.-( 12 ) Este mé -

tod o esta bas a do en la d i ferencia que hay entre el espectro visible 

de l a Vitam i na B12 , y el espectro de los complejos diciánicos forma 

dos en soluc i ón en exceso de íon cianuro a unÁ mál::. de .582nm . El -

comp l e j o v itam í nico B
12 

diciánico se extrae con alcohol bencílico, 

el c u a l e limina más del 90% de absorbanc i as extrañas y solo extrae 

un oc tavo d e l a concentración de Vitamina B12 . 

. "'i 

TESIS CON i 
FALLA_~E ORIGEN J 
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l º - Determinación Espectrofo t ométrica de Hi droxocobalami 

na.- (lO) Este método se basa en la determinac i ón de la absorbancia 

q ue presen t a una solución del producto a un Á máx. de 35 lnm , y cale~ 

l an do su Ei~ 0 , para el Acetato de Hidroxocobalamina el valor re -

por t ado de El % es de 1 87 , y para el Clorhidrato de Hidroxoco-lcm , 

ba lamina e l El % es de 190 (estas sales de Hidroxocoba:amina son las 
lcm 

más comune s y leen a una misma longitud de onda) . La mu~stra probl~ 

ma se purifica por croma t ograffa cuando hay impurezas presentes º La 

curva de abso r bancia obtenida por este tipo de valoraci6n o determi 

nac i 6 n se puede observar .en la figura 1 

2 º - Determinación Espectrofotométrica en f,orma de Cianoco 

balaIT' i na º - (l l) La Hidroxocobalamina es transformada a Cianocobalami 

n a med i ante un tratamiento con KCN y se determina su absorbancia a 

un A máx º de 36lnm º , se tiene un E1 % de 207 para la Cianocobala-
1 Cffi o 

mina. 

3 .- An á lisis Espectrofotométric o Diciánico . -' 12 ) Este mé-

t o d o e sta bas a do en la d i ferencia q ue hay entre el espectro visible 

de la Vitamina B12 , y el espectro de los complejos diciánicos forma 

dos en s oluci6n en exceso de f on cianuro a un ,;( má~ . de 582nm . El -

c omple j o v itamfn i co B1 2 diciánico se extrae con alcohol bencflico , 

e l c u al elimina más del 9 0 % de absorbanc i as extrañas y s olo ex trae 

un oc tavo de la concentr ac i 6n de Vitamina B12 • 
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4 º - Determinación Calorimétrica con Sal de Nitroso R.-(l 3 , 

l
4 l El método implica la oxidaci6n del producto a analizar con Per6 

xido de Hidr6geno, y la soluci6n resultante es tratada con Sal de -

Nitroso-R (1-Nitros o-2 -Naftol 3:6 Sulfato Dis6dico} a un pH conve -

niente. El color rojo nnranja que se obtiene presenta un/. máx º a 

420nm º y sigue la Ley de Beer, a una concentraci6n de 100 a 600)'.g/ 

ml. de Vitamina B12 • 

5 º - Determinación por Espectroscopia de Absorci6n Atóm ica 

(lS} El método cons i ste en la disolución del Acetato de Hidroxocoba 

lamina, y la subsecuente determinación del cobalto acomplejado me -

diante espectroscopia de absorción at6mica; este método tiene el i~ 

conveniente de requerir de un equipo muy complejo y de alto costo 

que no en todos los laboratorios se encuentra º 

6 º - Análisis de trazas radioactivas º - (l 6 } Este método con 

siste en el uso de una muestra de Acetato de Hidroxocobalamina mar-

cada con cobalto radioactivo, para la determinación en mezclas com-

plejas y cápsulas del Acetato de Hidroxocobalru~ina. 

7.- Determinación mediante titulación radiométrica acom -

. (17 18) 
pleJante º - ' ' El c obaltc del Acetato de Hidroxocobalamina es li 

berado mediante la descomposición con oxono (03), el tiempo 6ptimo 

de ozonolisis es de una hora, los iones de cobalto 3+ liberados son 

60 
marcados con ca y a trapados por un interc ambiador de cationes, su 

actividad e s medid a y s o n pue s to s e n contacto con una cantidad equ~ 



- 1'1 -

SOLVENTE AGUA 

ABSORCION : lS1 nm . 
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va l ente de so luc i 6n de E . D. T . A., la cual acompleja con cantidad 

proporcional de Co absorbido en el intercambio de cationes . La ac

tividad inte rcambiadora de c ationes e cati6nica es medida nuevamen 

te , de la diferencia obtenida de los valores de actividad de inte r 

cambio i6nico, se prepara una curva de calibraci6n, la c ual deoe -

ser lineal y obedecer la ecuaci6n ~eneral de la línea recta y = a 

+ bx . 
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PARTE EXPERIMENTAL 

1 , - MATERIAL Y EQUI PO 

MATERIAL 

l ol) Reactivos : 

Acetato de Hidroxocobalamina , Productos Qu f mi cos Finos , S . A. 

Lo t e Hxo Ac 1/77 . 

Re sina intercamb iadora de iones IV deb i lmente ácida, Merck 

articulo 4 835 . 

Sflica gel HF 254 (tipo 60) para cromatograf fa en capa fina , 

Merck a rticulo 7739. 

Acido acético glacial, Baker articulo 9507 . 

Acetato de sodio , cristales, Baker ar tf cu l o 3460 . 

Cianuro de Potasio , Productos Qufm icos Monterrey, catálogo 

1984, lote 4071 . 

1 . 2) Material de Laboratorio : 

a) De Vidri o 

Microjeringa de 50 Ul . , Hamilton 
I 

Cubas para c romatografia en papel y en capa fina . 

Placas de vidrio poroso , Pyrex No . 36060 poro 10-15 U 

y poro 40-60 ¡¡ 

Material de v idrio p ara uso común de laboratorio, como 

son : matrace s aforado , erleruneyer y Kitasa t o , pipe tas 
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graduadas y afo radas , vasos de p recipitado, etc. 

b) Otros Materiales 

Cromatoplacas de Silica Gel 60í tierras Sílica f 254 

para cromatografía en c apa fina 20 x 20 cms. con esp~ 

sor de 0.2mm. 

Pre f iltros de membrana, Sartorius. 

Papel Croma tográfico, Whatman No . 1 

1.3) Solventes 

EQUIPO 

Metano ! absoluto bajo en acetona 99.8 % de pureza, Baker 

Artícu l o 9070, 

Ag ua b i destilada y deionizada º 

Estufa de Vacio, Thelco Modelo 19 

Espectr ofot6metro Beckman DB-GT con graf icador Beckman 

Parri l l a con agitaci6n, Type 1000 Thermolyne 

Balanza an a lítica, Sauter modelo 414 

Lám~ara universal de luz ultraviolera, Camag. 

Aplicador de sílica gel en placas de vidrio , Camag º 

2 .- DESARROLLO 

Los primeros estudios q ue se hicieron para la separaci6n 

de las impurezas coloridas del Acetato de Hidroxocobalamina por cr~ · 

matografía en capa fina, fueron realizados en p lacas de microcelulo 

sa , para las que se emplearon diferentes sistemas de eluyentes, pe-
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ro ninguno de estos dió resultados satisfactorios , y el Ace tato de 

Hidroxocobalamina t r ansformado a Cianocobalamina no presentó sepa

ración de impurez as en ningun caso , (l a trar.sformación del Acetato 

de Hidroxocobalamina a Cianocobalami n a , es efectuada , yu q ue el 

Acetato de Hidroxocob a lamina sin transformar no se separa en nin -

gun momento de sus i mpurezas por difundirse en exces o en la croma-

t og rafia, ya sea en papel o en p laca fina) solo St obtuvo una gran 

mancha extendida por toda la cromatoplaca º Los resultados anterio

res hicieron pensar en otr o tipo de fase estacionaria, por lo que 

fué seleccionada la silica qe l HF 254 para llevar a cabo la separ a 

ción de impurezas coloridas . 

Antes de hacer en el Laboratorio placas de s i l ica gel, 

la solución problema fué aplicada en cromatoplacas ya p r eparadas, 

con un espesor de Oc2mm . para probar l os diferentes s istemas de 

eluyentes; el primer sistema empleado , fué el de ag u a saturada con 

sec- bu tanol y un 1% de ácido acético glacial (s i stema de cromato -

graf i a en papel) pero no hubo separación de impurezas coloridas º -

La experi encia anteri o r sirvió par a buscar los eluyentes apropia -

dos a esta cromatografia , se encontró reportado el sistema de met~ 

no l /agu a 95 : 5 par a la separación de Hidroxocobalamina y Cianocoba

lamina;9) y se uso para ver resultados, este sistema di ó una sa t is 

f ac t or í a separación de im¿urezas color ida s en las placas ya prepa

r adas , pe r o deb i do a que estas p l acas son delgadas y dificiles de 

e luir , se procedió a hacer placas de s i lica gel má s grue s as y de -

fácil eluci6n . Las placas anteriormente desarrolladas se observaro n 
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bajo l uz ultravioleta, a las longitudes de onda de 254 y 366nm. pa-

ra observar si existí a otro tipo de impurezas en e l Acetato de Hi -

droxocobalamina, observación que r esulto negativa. 

Para hace r las p lacas de sílica g l e en el laboratorio, 

se probaron diferentes espesores, el de 0.3mm . y el de O.Smm º co n 

~ 
el sistema antes citado, el que mejores resultados dió, fué el de -

O.Smm., pero no se lograba una sP.paración completamente satisfncto-

ria, por lo que se analizó un a variante del sistema, la c u al fué: 

metano l /agua 93 : 7 , obteniéndose una separación de impurezas acep ta-

ble , con el inconveniente de tener un a gran retención de la muestra 

en e l orígen de la placa, se pensó e~ un sistema ligeramente más p~ 

lar , adicionando un mililitro más de agua a la variante anterior, -

quedando metanol/ agua 93:8, lo cual solucionó e l problema dando una 

uueDD sepnración de las impurezas color ida s. 

Ya obtenida la separaci6n de las impurezas coloridas del 

Ace tato de Hidroxocobalarn ina, se vió que la eluciÓD de estas impur~ 

zas de la sílica gel , no era muy buena con agua , debido a que la 

s ílica gel las reti e ne fuertemente, por lo tanto se buscó un eluye~ 

te, para l o que se vie r on algunas caracterí s ticas generales del Ace 

tato de Hidroxocobalamina, que son: Fórmula condensada: 

c 62 e 89 o
15

N13 Pco :cH
3

cooH, peso molecular 1406, polvo cristal ino rojo 

obscuro , inodoro e hig r o scópico, sensible al ca lor y a la luz solar, 

estable en soluciones ácidas e inestable en soluciones alcalinas. 
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El hecho de ser estable en soluciones ácidas, hizo pensar en una so

luci6n amortiguador a de pH ácido , encon trandose la soluci6n amorti -

guadora de acetatos cuyo pH es de 4.5, se probó l a eluc ión de impur~ 

zas con esta soluci6n y los resultados fueron comp letamente satisfac 

torios, por lo que f ué usada c omo eluyente, y también en la valora -

ci6n de las impurez a s coloridas, por nü presenta r ni nguna alter~ón 

en la absorbancia de las mismas º 

A con tinuación p r esentamos el método de separaci6n de im

purezas coloridas d e l Acetato de Hidroxocobalamina que está en estu

dio en el presente t raba jo º 

SEPARACION Y VALORACION DE IMPUREZAS COLORIDAS DEL 

ACETATO DE HIDROXOCOBALAMINA POR 

CROMATOGRAFIA EN CAPA F INA 

A) PREPARACION DE LAS PLACAS CROMATOGRAFICAS .- Usar sfli

ca gel HF 254 (tipo 60) para c r omatograf í a en capa fina. Para 5 pla -

cas; pesar 50 g. de s fli ca gel y agregar 115 ml . de agua bidestilada 

y deionizada, agitar hasta q ue la suspensión sea homogénea, colocar 

la suspensi6n en u n aplicador de s f lica gel, al cual prev i amente se 

le han co l ocado vidrios de 20 x 20 cms., los cuales deben estar per

fectamente limpios y desengrasados º Las placas se deben hacer de 

0 , Smm , de espesor. Ya hechas las p lacas de s flica gel, se iutroducen 

en una estuf a a aproY imadamente 200ºC de 2 a 4 horas con e l ffn de -
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activar la s!lica, pasado el tiempo de activaci6n, las placas se -

sacan para ser empleadas en el momento o posteriormente. Ya frías 

las placas se pueden guardar por un tiempo aproximado de tres me -

ses al abrigo del a ire , par a evitar que se hidrate la s1lica gel º 

B) PREP ARACION DE LP$ CUBAS CROMATOGRAFICAS.- Para el -

mejor desarrollo de las cromatoplacas, se recomienda poner el sis

tema a emplear (me t anol/ agua 93:8) en las cubas cromatográficas, 

aproximadamente media hora antes de ser introducidas las cromato -

placas anteriormente aplicadas y secas para efectos de ser desarro 

lladas. Lo anterior es con el objeto de saturar de vapores el inte 

rior de la cub a º 

C) PREPARACION DE LA RESINA DE INTERCAMBIO IONICO º - Usar 

resina intercambiadora de i o nes IV debilrnente ácida. Poner un gramo 

de resina en un vaso de precipitado de 10 6 15 ml. y agregarle lOml 

de ayua bidestilada y deionizada, agitando con una espátula hasta 

q ue la resina se d eposi te en e l fondo del vas o; dejar activar la r~ 

sina un mfnimo de 8 horas; pasarla a una pequeña co lumna cromatogr! 

fica o a una bureta y lavar con agua bidestilada y deionizada has ta 

q ue la soluci6n ef l uente tenga un p H de 7, pasar la resina a un va

so de precipitado de 10 6 15 ml., decantar el agua y secar la resi

na lo mejor posible con p apel filtro; agregar 5 ml. de KCN al 1% en 

soluci6n acuosa, dej ar en c o ntacto durante 5 min. (no más de los -

5 min.), f i ltrar o decantar la soluci6n a un vaso de precipitado o 
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a un t ubo de ensaye , guardarla para ser usada más adelante º 

D) PREPARACION DE LA MUESTRA POR ANALIZAR.- Pes ar 50 mg º 

de la muestra (Acetato de Hidroxocobalamina) y pasarles a un matraz 

aforado de 5ml º disolver con 4ml . de agua bidestilada y deionizana y 

agregar l ml . de la solución de HCN, que se preparó anteriormente con 

la resina de intercambio i6nico (ésta solución no debe usarse con 

más de 6 horas de preparada , por la inestabilidad del HCN) . Una vez 

aforada la muestra a 5ml., dejar reposar de 15 a 30 min , agitando de 

vez en vez; despues de este tiempo tomar una gota de la solución y 

pasarla a una celda del espectrofotómetro, diluyendo con aproximada

mente 3mL de agua destilada y deionizada, ver si presenta un ). max . 

a 36 l nm. en el espectrofot6metros , para asegurar que la transforma -

ci6n a Cianocobalamina ha sido comple ta. En el caso de no presentar 

la muestra un Á max . a 36lnm , ind ica q ue a lgun paso previo no estuvo 

bien hecho y se debe empezar de nuevo. 

E) APLICACION DE LA MUESTRA.- Con una microjeringa de 50 

/-1. I 
aplicar en banda y por goteo , un vo lúmen de 500 ~l . , equivale~ 

I 

te a 0 . 005 g . del producto. La aplicación debe ser a 3 cm. de uno de 

los lados de la cromatoplaca y guiándose sólo por marcas puestas a -

las o r illas de la placa ; la s ílica gel no debe marcarse por ser muy 

delicada y se puede desprender muy fac ilmente de l vidrio ~ Ya aplica-

da la muestra, se deja secar completamente , y se introduce la croma -

toplaca a la cuba cromatográfica p reviamente saturada ; se deja desa-
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rrollar la cromatop laca hasta que los solventes lleguen al final de 

ésta, la cual se saca de la cuba cromatográfica dejándola secar a 

temperatura ambiente, y se procede a valorar las impurezas. 

F) ELUCION Y VALORACION DE LAS IMPUREZAS COLORIDAS º - Ras 

par las bandas colo ridas que se encuentren hacia arriba o hacia 

abajo de la banda p rincipal, coloca r la sílica raspada en un vaso -

de precipitado de aproximadamente 30 ml º y adicional 10 ml. de solu 

ci6n amortiguadora de pH 4 . 5 (a 600 ml. de ácido acético Oo2N agre

gar 400 ml. de solución 0.2N de acetato de sodio). Esta solución es 

usada para lograr una elución de impurezas coloridas más completa, 

ya que la sílica gel retiene fuertemente el producto impidiendo su 

t o tal elución con agua; a continuación el vaso se pone en agitación 

c o n leve calentamiento (no más de 40°C) por aproximadamente 30 min., 

al cabo de los cuales se pasa por un filtro de vidrio poroso con p~ 

ro de 10-15 ó 40-6.0 ,JI. usando prefiltros de membrana, en el caso -

del poro 10-15 ji. para evitar que el poro se tape con la sílica gel 

y en el caso del poro 40-60 ,JI· es usado para que la sílica gel no -

pase atraves del f i ltro; si la sílica no ha quedado blanca se regr~ 

sa al vaso y se adiciona 5ml. más de s o lución amortiguadora de pH 

4. 5 , se agita nuevamente calentando por otro s 30 min., se vuelve a 

filtrar , la sílica se puede volver a lavar otras dos veces si no ha 

quedado blanca; ya blanca la sílica se reunen todos los filtrados y 

se depositan en un matraz aforado de 25 ml. , se afora con solución -

amortiguadora de pH 4 º 5 y esta solución se lleva al espectrofotóme ~ 
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tro, se lee la absorbancia a una ~ de 361 nm º usando como blanco la 

misma soluci6n amortiguadora. 

CALCULOS: 

% de impurezas coloridas 
A X 25 X 100 
E X p (100-h) 

Donde: 

A Absorbancia de la impurezas coloridas leídas a 361 nm. 

25 Aforo 

E 207 (El % de Cianocobalamina) 
lcm º 

p Peso de la muestra aplicada, expresada en gramos 

100-h Pureza del producto analizado menos su humedad 

El tipo de gráf ica obtenido en esta val o raci6n es el siguiente: 

(Figura 2) 
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ANALISIS ESTADISTICO 

1. - FORMULAS Y ABREVIATURAS 

FORMULAS: 

:X ~ X 
n 

V 
z. (X - X) 

2 

n - 1 

s + 1~ (X - X >2 
- n - 1 

s e 

vn-

ABREVIATURAS: 

X Muestra 

n Número de muestras 

x Media 

n - 1 Número de grados de libertad 

V Varianza 

s Desviaci6n est§ndar 

e Error est§ndar 
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2.- ANALISIS Y RESULTADOS 

Teniendo en cuenta que el m~todo q ue se p ropone en este 

trabajo debe ser confiable y reproducible, se realiz6 un estudio -

estad1stico, el q ue se llevo a cabo de la s i g uiente manera: se to-

m6 una muestra del l o te del producto a analizar (Acetato de Hidro-

xocobalamina) con una humedad de 11.57 % y una pureza de 95.22% (e~ 

te lote se encuentra abajo del límite de a ceptaci6n q ue permiten 

las Farmacopeas, que es de un mínimo de 96 % de pureza en base seca, 

pero fu~ elegido par a el presente trabajo por tener un alto conte-

nido de impurezas coloridas, lo cual nos perrnitira obse r var más 

claramente la variaci6n del m~todo , así como su reproducibilidad y 

confiabilidad), se r eal iz6 el análisis un mínomo de 20 ocasiones, 

en donde los resultados obtenidos fueron los siguientes: 

0.182 X 25 X 100 
187 X 0.005 X (100-11.57) 

5 , 50 % 

2.-

0.185 X 25 X 100 
187 X 0.005 X (100-1L57) 5.59 % 

3.-

25 X 100 
(100-1 L 5 7) 

4.59 % 



27 

4.-

187 X 0.005 

5.-

0.160 X 
187 X 0.005 

6.-

O .180 X 
187 X 0.005 

O .150 X 
187 X 0.005 

8.-

0.162 X 
187 X 0.005 

9.-

0.185 X 
187 X 0.005 

O .195 X 
187 X 0.005 

11.-

0.168 X 
187 X 0 . 005 

25 
X 

25 
X 

25 
X 

25 
X 

25 
X 

25 
X 

25 
X 

25 
X 

X 100 
(100 11.57) 

X 100 
(100-11.5 7 ) 

X 100 
(100-11. 5 7 ) 

X 100 
(100 11. 57) 

X 100 
(100-11.5 7 ) 

X 100 
(100 11.5 7 ) 

X 100 
(100-11.57) 

X 100 
(100-11. 5 7 ) 

4.86% 

4.83 % 

5.44% 

4.53 % 

4.89% 

5.59% 

5.89% 

5.07 % 



28 

12.- ---f I~ ·-- )./ 0.170 X 25 X 100 5 e14% 187 X 0.005 X (180-11.57) 

~ / 13.- t ) 
'' 1; ;. ,,. 

0.175 X 25 X 100 5.29% 187 X 0.005 X (100 1L57) 

14 c-

~ ; ~ 0.165 X 25 X 100 4.98% ,-.. ··-· · •' ,( 
187 X 0.005 X (100-lL 57) 

15 c-

,./11 15 Ocl50 X 25 X 100 
4.53% ,/ 

187 X 0.005 X (100 1L57) 

16.- ~.Y 
0.180 X 25 X 100 5.44% 187 X 0.005 X (100-lL 57) 

17.-

- , --~ ', /'! 1' 
0.198 X 25 X 100 5. 9 8% 187 X Oc005 X (100-1L57) 

18 c-

~ /k ,, ,,, ~ , 
0.160 X 25 X 100 4o 83% . ~ - . ~-

187 X Oc 005 X (100 11.57) 

19.- ~.1f7 
O e 185 X 25 X 100 5.65% 187 X 0.005 X (100-1L57) 

20 c-

~. t 
0.200 X 25 X 100 6.04% 187 X Oc005 X (100 1L57) 
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En donde: 

x= 5 . 23 V 0 . 2264 s + 0.4758 

Considerando q ue ya existe o tro método reportado p ara la 

separaci6n y val oraci6n de impurezas coloridas de Vitamina B
12 

(Ac~ 

tato de Hidroxocobalamina) , se hiz o un estudio comparativo de repr~ 

ducibilidad entre ambos métodos, para lo que se analiza la misma 

muestra con el método en es tudio y e l ya reportado o sea por croma-

tograf!a en pape l, en cuyo caso tambien se hizo e n 20 ocasiones, 

donde los resultado s obtenidos fueron: 

1.-
' 

7 
/J -

/ -

0.253 X 
187 X 0 . 005 

2 . -

~'1 ' L- 0 . 240 X 
187 X 0.005 

3.- ------4 ( :-:. 
d 

0 . 230 X 
187 X 0.005 

4.-

~~~ 0.240 X 
187 X 0.005 

5.- -4.¿~ I 
0 .241 X 

18 7 X 0 . 00 5 

25 X 10 0 
X (100-11.57) 

25 X 100 
X (100-11.57) 

25 X 10 0 
X (100-11.57) 

25 X 100 
X (100-11.57) 

25 X 100 
X (100-11.57) 

7.64 % 

7 . 25 % 

6.95 % 

7.25% 



7.-

8.-

9 o-

10 º -

11.-

13.-

O 222 X 
• 5 ~X 0.00 

30 

25 
X 

X 100 
(100-11.5 7 ) 

j. 1-=--=-1~~~H,c~-:r¡ 5 X 100 
Oo228 X 2 X (100-1L57) 187 X 0.005 

1 _j . tf 25 -~x~1~ºSºf-1:57) ___ _ --,---J o 255 X (l00-1L57) 1 _1~8 ~7 ~x¡.=oo~.oDio~55x 
. 

--1·if~ 
25 X 100 0.204 X 

187 X 0.005 X (lOO-lL 5 7) 

===4 7Y 
X 100 

, ¡O 
O. 240 X 25 

187 X 0.005 X (100-1L5 7 l 

~, '~~~~ -..-z~o~.2~3~8~~Xfs-~2í--5~Xr:(1CT0IT~~~i~T1~.s5?7¡-) 
------ ~87 X 0,005 X 

25 
X 

X 100 
(lOO-lL57) 

. / ~ 

.J i J . -~~x~*1 º:::ºir:-s?r-____...., · 'o.250 \- 2 ~ (lOO-lL57) 187 X O.OO 

14.- J~' X 
2

5 X 100 
_____________ , 0 0215 ~~v---1(100-11 º 57) 

187 X 0.005 X 

6. 71 % 

7. 71% 

6 016 % 

7.25% 

7.19% 

6.41% 

7.80% 

6.50% 
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15 0- ~ , :I 
~ / ' 

0.210 X 25 X 100 6.34 % 
187 X 0.005 X (100-11,57) 

16 0 - ~.1i 
0.220 X 25 X 100 6 065 % 

187 X 0.005 X (100-11.57) 

17 0-
~· < -'Y¿Y 

Oo248 X 25 X 100 7.49 % 187 X 0 º 005 X (100-1L57) 

18.- ---+ Oo255 X 25 X 100 7. 71 % 187 X 0 º 005 X (100-1L57) 

19 o- ~. 11 S 
Oa225 X 25 X 100 6 080 % 

187 X Oa005 X (100-1 L 57) 

20 0- . --~ ';1 
0. 2 40 X 25 X 100 7 0 25 % 

187 X º º º º5 X (100-1 1. 57) 

En donde: 

x 7.06 V 0 02414 

s + Oa4913 -
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RESUMIENDO: 

CAPA FINA PAPEL 

Abs % de impurezas Abs % c1.e impurezas 

Ool82 5 .50 Oo253 7 064 

0 º 185 5 o59 0.240 7.25 

0.152 4.59 Oo230 6 095 

Oolbl 4 086 0.240 7 . 25 

0.160 4.83 0.241 7 o28 

Ool80 5 o44 Oo222 6. 71 

Ool50 4.53 Oo228 6 v89 

0.162 4.89 0.255 7. 71 

0.185 5.59 Oo204 6.16 

0.195 5. 89 0.240 7.25 

0 , 168 5.07 Oo238 7.19 

Ool70 5.14 Oo212 6.41 

o .1 75 5 o29 0.258 7.80 

0 . 165 4.98 0.215 6.50 

0.150 4.53 0.210 6 034 

0.180 5.44 Oo220 6.65 

0 . 198 5.98 0.248 7.49 

0 .1 60 4.83 0.255 7. 71 

0.185 5 o65 Oo225 6 080 

0.200 6 004 0.240 7.25 

x 5 o23 x 7.06 

V 0.2264 V 0.2414 

s + 0 04758 s + o. 4913 - .. 
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Para llevar a cabo un estudio comparativo de reproducibi-

lidad entre dos métodos, es necesario tener la relaci6n existente -

entre las varianzas (V) de ambos métodos, y de acuerdo al resultado 

obtenido se puede decir si la reproducibilidad de ambos métodos es -

similar. El estudio de la relación entre varianzas, se encuentra re-

portado en la literatura de las siguientes maneras: La llamada prue

ba de F(l9 ) o el teorema para encontrar la razón entre dos varianzas 

(20) 
, en ambos casos: 

F 
vl 

v2 
, o mejor representado 

F 
vl 

(nl -1) (n 2-l) 
v2 

En donde n1-l es el naznero de grados de libertad de la 

muestra número 1 y n
2
-1 es el ntlrnero de grados de libertdad de la 

muestra número 2, que como se puede ver en el presente caso, los 

dos de libertad de las muestras 1 y 2, serán de 19, debido a que 

cuenta con 20 análisis en cada caso . 

Los resultados obtenidos para la prueba de F son: 

F(l9,19) 
V en Papel 

V en Capa Fina 
0.2424 
0 . 2264 1.0662 

F l. 0662 

gr~ 

se 
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La probabilidad de encontrar el valor de F = 1.0662 con 

19 grados de l ibertad por casualidad es mayor del 10%, por lo que 

la diferencia observada entre las varianzas de ambos métodos, no es 

estadísticamente significativa , y por lo tanto ambos métodos son 

igualmente reproducible s . 

Para saber si el método reportado para l a se~araci6n de 

l as impurezas estudiadas, y el método que se propone en el presente 

trabajo, son igualmente confiables, se debe calcular el valor del -

error estándar de ambos métodos, donde el error estándar es igual 

a la de sviaci6n estándar sobre la raíz cuadrada del número de oca -

siones en que se ve rifi~6 el análisis; los resultados obtenidos pa-

r a ambos métodos fueron los siguientes: 

Capa Fina 

e 0 . 4758 
¡-

v' 20 

0. 1063 e 0 . 1098 

Por los resultados obtenidos, podemos ver q u e ambos mét~ 

dos contienen un error estándar similares, por lo tanto podemos de -

cir, que ambos métodos son similares en cuanto a su confiabi lidad . 
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CONCLUSIONES 

De acuerdo con los resultados obtenidos, podemos observar 

las diferencias exi s tentes P. ntre el método propuesto y el reportado 

en la literatura indi cada, siendo bási c amente el tipo de cromatogra 

fía q ue se emplea en cada c aso, debido a que la muestra es preparada 

de igual manera, y q ue la valoraci6r. de impurez as co l o ridas es s imi

lar en ambo s métodos . 

As í mismo , podemos ve r que las ventajas que presenta la -

cromatografí a en capa fina, son: 

bajo. 

1. - La ganancia en tiempo al efectuar el análisis. 

2. - El requerimiento de un equipo de fácil manejo. 

3 º - El ser un método econ6mico. 

Con lo que se cumplen algunos obje tivos del presente tra-

Si se toman en cuenta los resultados obtenidos en el aná

lisis estadístico presentado en este trabajo, se puede ver q u e el m~ 

todo que se p r opone es tan confiable y reproducible como el método 

repor tado en la lite ratura of icial . 

El ahorro en tiempo y lo p ráctico del méto do presentado, 

al igual que el haber comprobado su reproducibilidad y confiabilidad 

con respecto al método ya reportado, nos lleva a la conclusi6n de ser 
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conveniente su uso, en los laboratorios que as f lo requi eran . 

NOTA: 

En el presente trabaje, se recomienda , a las personas que 

trabajen continuamente c on sales de Vitamina B
12

, que las mantengan 

de p referencia en envases ambar y perfectamente cerrados , al igual -

que si es posible a bajas temperatura s para evitar su más rápida de

gradaci6n; tambi en es recomendable el valorar el contenido de imp11r~ 

zas coloridas, periódicamente para ver en que tan buenas condiciones 

se esta almacenando la misma . 
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