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CAPITULO I

Un siglo de estudios clinicos y mas de 25
anos de investigaciones quimicas y bioquimicas fueron nece -
sarias para revelar los secretos de la vitamina Blz. A con -
sccuencia de una conferencia dada el 15 de Marzo de 1849 --
ante la Sociedad Meédica de Londres Sur ( South Liondon Medi-
cal Society ) y titulada "Sobre la Enfermedad Anemia de las -
alindulas Suprarrenales' ( On Anaemia Disease of the supra-
renal capsules) ADDISON (1) adquirid la reputacién de haber
sido ¢l primero en describir dos tipos de anemia: La enferme-
dad de Addison y la anemia de Addison. De todas formas, el -
término "Anemia Perniciosa' no fué introducido sino hasta -
el 6 de Noviembre de 1871 en ocasidn de una conferencia dada

por ANTON BIERMER, ( !) director de la clinica de medicina

interna de la Universidad de Zurich.

El 4 de Mayo de 1926, MINOT y MURPHY
(1) anunciaron que la ingestion de preparados a base de higado

es cficaz en el tratamiento de la anemia perniciosa.



En el mismo tiempo, el quimico COHN
(1), miembro del grupo de investigacién de la Universidad
de Harvard, se interesd en este producto antianémico. Este
en colaboracion con el qu 1ico MINOT, se esforzaron en --
aislar del higado el compuesto activo en el tratamiento de la
anemia pern iciosa. De 1927 data su primer reporte sobre un

"Estracto de higado activo''.

A principios de 1948, con pocos dias de
intervalo, FOLKERS ( 1) y su equipo de Merck and Co. en -
los Estados Unidos y SMITH (i) de los Laboratorios Glaxo
en Inglaterra, anunciaron que eran capaces de aislar en los
estractos de higado, una substancia roja dotada de una gran

actividad en el tratamiento de la anemia perniciosa.

Fué asi como el producto aislado de FOL-
KERS provocd una transformacidn espectacular sobre el es~
tado de tres enfermedades provocadas por anemia per nicio-

sa, con dosis dnicas respectivamente de 150 gammas (150 -
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milésimas de miligramo 6 microgramos ) 6y 3 gammas.

La vitamina B, presenta una fé6rmula em-
#
pirica:

C H 0 N P Co
63 90 14 14

La susceptibilidad magnética y el estu-
dio polarografico han demostrado que el idn cobalto esti en for-

ma trivalente.

No se¢ encuentra en las plantas superiores,
a la inversa de las otras vitaminas del complejo B; la vita -
mina B”_ solo es sintetizada por los microorganismos; los -=
hongos inferiores principalmente. En el organismo humano -
pér ejemplo, la vitamina BlZ es elaborada normalmente por -
la flora microbiana del intestino grueso.

La farmacopea de los Estados Unidos en
su XVI revisién ( 1960 ) pig.186 da como férmula empirica de

la Cianocobalamina C H 0 N P Co
63 88 14 14

El higado y la sangre constituyen las prin-
cipales reservas de vitamina Blz en el hombre. Su aislamien-
to a partir del higado ¢s muy dificil: por tratamiento de 4 to-

' [ e Yo o] "‘\ - 14
neladas de higado de res, extraccion y crumatografia en silice,



solo se obtiene 1.0 gr. de vitamina Blz. Los investigadores
de los Laboratorios Merck en los Estados Unidos, han anun-
ciado que se puede aislar la vitamina Blz a partir de caldos de
cultivo de Streptomyces grisseus ( 1) fuente utilizada en la -
produccion de Streptomicina. Otros caldos de cultivo de anti-
bidticos son igualmente utilizados para el fin expresado.

La fermentacidén constituye actualmente
la fuente principal de esta vitamina y esto confirma la hipd -
tesis de su origen microbioldgico.

Para HARTMAN ( 1) la leche, la leche -
en polvo y el queso constituyen las fuentes normales de vita -
mina Blz; el declara igualmente que los productos tales como

los granos, el aceite y la levadura pueden ser un suplemento -
de esta vitamina en caso de carencia. La vitamina B esta -

12

en forma de cristales de color rojo obscuro e hidratados:
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enncgrece cerca de los 200°C y funde arriba de los 300°C;-
tiene un peso molecular de 1358 con un contenido aproxima-
do de 4.5% de cobalto. Esta molécula tiene una actividad -

optica.
5
+
[m] = - 59 9
D -

La titulacidén potenciometrica de la vita-
mina B en solucién de dcido acético glacial indica que se -
trata de una base débil. Elespectro de absorcidén en ultra-

violeta da tres maximos:
A nax 278 m\)-{ f::,..= A1S
L max 361 o M ;ém= .204
A vins 550l Eiin= 063

Este espectro no cambia sino débilmen-
te con las modificaciones de pH. En medio dcido se observa
en efecto hipocrémico aproximado del 10° ppara la l 36l.-
m )‘ El espectro infrarojo da un nimero de -
bandas:

1275 cm.-1 que es atribuido a una unién P-0

2132 cm.~1 que es atribuido a una unién CEN



3320 cm .-l que es atribuido a una unién N-H

3600 cm. -1 2] " " non " o_H

La vitamina B se altera de manera importante
12
por los oxidantes y reductores, asi como por los metales -
pesados y el fenol. Una solucidén acuosa es estable al aire
y a la luz en un pH entre 5y 6 . Es termoestable dentro de
ciertos limites. Resiste un calentamiento en solucidn acuo-
sa de 15 min. a 120°C y a un pH de 5.5 Sin embargo en medio

0.01lN de 4cido clorhidrico 6 0.015N de hidroxido de sodio la

vitamina se destruye.

El grupo CN puede ser desplazado de la cianoco-
balamina de varios modos: por fotdlisis & por medio de agen—
tes reductores que dan vitamina B conteniendo cobalto diva~-

12
lente ( 0 un producto mdas reducido ) ¢l cual riapidamente pasa
a hidroxicobalamina por rcoxidacion adrea. En soluciones -
‘L

dcidas la hidroxicobalamina neutra toma un ién hidrogeno el-

ual convierte el hidroxilo e¢n una molécula coordinada de agua.

)






Esta acuocobalamina es basica y da sales
con los acidos. Por lo que en solucidén existe un equilibrio ~
con la hidroxicobalamina y ‘como s més estable en pH acido
los productos comerciales estan principalmente en la forma
de acuocobalamina. El término '"hidroxicobalamina'' que se
ha establecido en la literatura medica es incorrecto porque
su formula corresponde a la acuocobalamina; ''vitamina B "

12a

y ''vitamina B " son sinénimos de la misma substancia.
le
También puede pasar a la 'vitamina B ', 6 nitrocobalamina.
12¢

FUNCIONES BIOLOGICAS.

l.- Factor de crecimiento.

Las proteinas animales contienen un fac-
tor de crecimiento ausente en las proteinas vegetales. Los -
Laboratorios Lederle han podido demostrar que el principio

. Id ’ . » I . . .
antianemico pernicioso del higado es el constituyente princi-

pal del principio proteinico animal.
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Por otra parte, todo parece indicar que
la vitamina B jucga un papel en el metabolismo de las pro-
12
teinas y sobre todo en su sintesis. Indicaciones similares -
son estas cn losg trabajos de CHARKEY, DRILL y WILLIAMS
(1). Estos autores afirman que la vitamina B reduce la ta-
12
sa dc¢ proteinas en la sangre. As{, la cantidad de arginina -
libre, lisina, metionina, triptofano, histidina, treonina y va-
lina disminuye por la adiciéon de esta vitamina a los alimen-
tos. De este hecho, la vitamina B parece jugar un papel -
12
en ¢l metabolismo y consiste en el aumento de la utilizacion
de los aminoadcidos para la elaboracidén de tejidos. Los auto-
res han comprobado que los pollos a los que se les adminis~-
tra esta vitamina se desarrollan mds rapidamente. Parece

asimismo que esta vitamina es necesaria enla sintesis de -

las ribonucleoproteinas en los nicleos de las células hepaticas.

II.- Factor antipernicioso,

La administraciéon de vitamina B produce
12

una reduccidn rdpida pricticamente en todos los casos de la -



..10..
anemia perniciosa. Este tipo de anemia se caracteriza prin-
cipalmente por la disminucidon de globulos rojos en la sangre
y ¢stos son de un tamaifio superior a lo normal. En lugar de
ser normoncitos ( diametro aproximado de 7 micras ) estos
globulos rojos sc¢ llaman megalocitos d macrocitos ( didmetro
aproximado de 11 micras ). Estos megalocitos contienen -
mas hemoglobina de la normal y por consiguiente un conteni-
do de hierro excesivo. Se¢ les nombra hipercrémicos en opo-
sicidon a los glébulos rojos normales que son normocrdémicos.
Por otra parte, mientras que habitualmente se encuentran -
los normoblastos en la médula ésea ( cllos son los precurso-
res de las células rojas ) en el caso de la anemia perniciosa
se encuentran ig:ualmentc los megaloblastos e¢en la sangre peri-

férica.

La anemia perniciosa es frecuentemente
acompaflada de una destruccidn exagerada de gldbulos rojos

por el sistema rcoticuloendotelial,



...ll..

Esta destruccidon excesiva entrafia un aumento notable de bi-
lirrubina en la sangre que conduce algunas veces a estados -
subictericos.,

En la anemia perniciosa se muestra un -
trastorno ocasionado por los acidos digestivos, La atrofia -
de la mucosa gastrica, que entrafa la desaparicidén de la se-
crecidon de acido clorhidrico por células de la mucosa estoma-
cal, es un sintoma caracteristico. Esta aclorhidria es hista-
mino-refractaria; la misma asociacion de histamina no esti-
mula la secrecidén de dcido clorhidrico; por lo tanto la acidez
del contenido gastrico en anemia perniciosa es de 0 unidades.

No existia ninguna prueba de Laboratorio
que permitiera al quimico asegurarse de la persistencia del
factor antiperniciosa. EIl ensayo clinico solo podia dar una -
respuesta ¢n cada lote de extracto sometido a este cxpcrimén—

tol

En efecto, la imposibilidad de obtener en
los animales una anemia megiloblastica que pueda parccerse

a la del hombre, la evidencia de la actividad de cada extracto
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seria obligatoriamente sobre la enfermedad producida en el
hombre .-

Fué descubierto un factor de crecimiento
en la rata ( factor X } por CARY y HARTMAN ( 1 ) en 1946. -
Este factor se reconocid en particular sobre ciertos extrac-
tos hepaticos. Otros trabajos paralelos al anterior estaban —
siendo realizados en aves de corral cuando MARY SHORB -~
(1 ) al efectuar ensayocs para identificar este factor X por via
microbiolégica descubrid en el extracto de higado, en 1947, -
un principio vitaminico necesario en el desarrollo del Lacto-
bacillus Lactis Dornier ( factor LLD ), diferente de todos los
factores B hasta entonces conocidos. La investigadora obser-
vb que la concentracidn de los extractos hepdticos en el fac-
tor LLD son paralelos a la intensidad de su poder curativo -
en la anemia perniciosa., Este método se usa en la valoracidn
casi exclusivamente de la vitamina Blz; y se puede utilizar -
también otros microorganismos tales como el Lactobacillus

Leichmanuii,
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Ademads de su accidn en el tratamiento de
la anemia perniciosa y de su poder nutritivo, STEKAL (1 )"
pretende que la vitamina sz por una parte actia como trans-
porte de hidrégeno en los radicales disulfuros y por otra par-
te juega un papel importante en la biosintesis de metilos li =
bres. Se senala asimismo, ¢l papel de esta vitamina en la —
sintes1s de la metionina a partir de la homocisteina y de la -

colina a partir de glicocola aunque ella no participa, sin duda,

dircctamente en las transmetilaciones.
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CAPITULO 11
El propésito de esta tcsis es el de encon~-
trar un metodo para separar y valorar la vitamina B en —-—

12b

mezcla con vitamina B ( tiamina ) yB ( piridoxina ) en solu-
1 6

cién inyectable, debido a que este preparado vitaminico se usa

frecuentemente en medicina. A continuacidon se describen los

m<dtodos existentes hasta ¢l momento de iniciarse la parte ——

experimental de esta tesis,

Método No. 1 ( 3)

A una muestra que contenga aproximada -
mente 200 microgramos de vitamina B , se le agrega cianuro
12
de sodio, de tal manera que se obtenga una concentracién final
de 1 microgramo por mililitro. Se practica la operacidn bajo
la campana.
Se agita para disolver el cianuro de sodio

y el pH se ajusta de 9.5 a 10.0 con hidroxido de sodio al 10°/°

si es necesario. Se deja reposar por 5 horas a temperatura
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ambicnte para convertir en complejo dicianurado todas las -
variantes dc la vitamina B . Se agrega sulfato de sodio anhi-
12

dro de manera que la concentracién final sea del 20%°/,( P/V).
El pH se¢ ajusta con hidroxido de sodio entre 11.0y 11.5; la -
solucidon se pasa a un ¢embudo de separacién y se extrae con —
3 porciones ‘guales a la decima parte de su volumen con -—--=
alcohol bencilico.

A los extractos alcohdlicos reunidos, se =
les agrega la mitad de su volumen de cloroformo, extrayendo
con 3 volimenes de la décima parte de 'a mezcla alcohol ben-—
cilico - cloroformo con agua. Las fases acuosas se aforan en
un matraz de 25 ml.

A una alicuota de 10 ml. del extracto acuo-
so se lc agregan 2ml. de solucién al 10%°/ de cianuro de sodio
A otra alicuota de 10ml., se le agregan 2 ml. de solucién al -
12.5% de fosfato monopotisico ( KH PO ) para ajustar el pH

2 4
entre 5.0y 6.0
La densidad 6ptica de cada solucidén es me-

dida a 582 m }4 en una celdilla de lem. por la formula que el
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autor establece, con sus factores cspeciales a las condicio-
nes del método.

Método No. 2 ( 4)

Este mdtodo se basa principalmente en que
la vitamina B e¢n solucion acuosa ¢s esencialmente no idnica—
12
en su comportamiento ¢con ciertas resinas cambladoras de idnes,
micntras que las vitaminas del complejo B restantes y la vita-

mina C tienen una actividad idnica con e¢stas resinas. Si hay -

vitaminas A, D, y E sc hace una extraccion preliminar.

Este método consiste en hacer pasar una -~
mezcla de la solucidén vitaminica por una columna con resinas
y medir la densidad dptica de los cluidos en un espectrofotd =

metro de acuerdo con las siguientes especificaciones:

Para la extraccidon preliminar de las vitami=
nas solubles en aceite ( A,D, y E ) sc solubilizaron primero en
uni solucidon de propilenglicol-agua. Se extrajeron con una ==

mezcela 101 de tetrahidrofurano y cloroformo.
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Las resinas se preparar para su uso hacién-
dolas estar en contacto, durante toda la noche, con una solu -
cidn acuosa del regenerante. El exceso de la solucidén rege-
neradora se decanta y las resinas se lavan con agua destilada
hasta que el agua de los lavadr s sea neutra al bromo cresol -
verde, para resinas regeneradas con acidos y con fenolftaleina,

para las resinas regeneradas con dlcalis.

La columna seleccionada para este método
contiene resinas de la serie Amberlita y consiste en una cama
inferior, de 8cm.. » de Amberlita IRA-400 regenerada con hidro-—
xido de sodio al 100/0. La cama superior, de 7 cm., contiene
una mezcla 1:1 de Amberlita IRA-400 regenerada con una so-
lucién de hidréxido de sodio al 10°/°y Amberlita IR-120 rege-
nerada con una solucién de dcido sulfarico al 2 .5°/°(V/V ).
Estas resinas fueron empacadas en tubos de cromatografia en
columna de 50 ml,, en su parte inferior se puso un tapén de -
lana de vidrio, se llena de agua y se empaca la resina dejando-

la cacr mezclada con agua hasta que se alcance la altura desea-

da; sc pone lana de vidric en la parte superior para que la resi-



_18_
na permanczca fija durante las adiciones de las muestras. -~

Las columnas sc lavan profusamente con agua destilada.

La alicuota que se hace pasar es de 10ml.-
y 8e recoge en un matraz volumdétrico de 25 ml. llegando al -
aforo con lavados de la misma columna. El matraz debe con-
tener aproximadamente Iml. de solucidon amortiguadora a pH

5.4. El flujo es de 8ml. por minuto.

Sc usa un espectrofotdmetro Beckman mo-
delo DU con celdillas Corexde 1,5y 10 cm. La lampara con
filamento de tungsteno se usd para las lecturas a SSOm‘q
La misma ldmpara con el filtro adecuado se usa para las lec—
turas de 36lm }‘\

Abajo de los 330m }Al se usan celdillas de

cuarzo de 1 cm. y una limpara de hidrogeno.

La cantidad de vitamina B se calcula asi:
12

se hice un patron con vitamina 13 cristalina la cual se pasa
12

por la columna, Se mide antes y despudcs de su paso por ta ==

columna dando A kp yAl«,J«- ¢l cuil se corrmige por cambios
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de celdillas y de volumen.

At

AL AT 7: d¢ recuperacion

AL,

oo ’4““‘ iz Vit Bn.
t*% DE WECUPETACION

Donde Agm es la absorbancia del eluido
( coriegido para celdas de 1 ecm., de 5 ¢cm. 6 de 10 cm. segin
la que se¢ use ) y AEL es la absorbancia tedrica de una concen-
tracidén especifica de vitamina B cristalina patrén.

12

Método No. 3 ( 5)

Este mdétodo es una combinacidén de los dos

anteriores, con algunas modificaciones.

Se trata una solucidén problema que conten-
ga al menos 200 gammas de vitamina B a una concentracién
12
. . 2y
no menor de una gamma por ml. con cianuro de potasio solido
hasta alcanzar una concentracion final del lo/d' se agita para -
disolver ¢l cianuro adicionado, quedando el pH de la solucion
entre 9.0y 10,0, He dega durante 5 horas a la temperatura

ambiente, para lograr fa converqdn total de las variantes de

vitamina B a complejo dicianurado. Se anade sulfato sodico

La



anhidro hasta una concentracién del ZO°/°( P/V ) y una vez di-
suelto se ajusta el pH entre 11,0y 11.5 con una solucibén con-
centrada de hidréxido de sodio, En un embudo de separacidén
se extrae con 3 porciones iguales a la décima parte de su vo-
Jumen con alcohol bencilico. Al extracto bencilico se le afiade
la mitad de su volumen de cloyoformo extrayendo con 3 vold -
menes de la décima parte de la mezcla alcohol bencilico-cloro-
formo con agua. Se completa el volumen de la fase acuosa -
hasta 25 ml. y se adicionan 14.5 gr. de sulfato ambnico. Una
vez disuelto, se extrae con 3 yvolimenes de 5 ml. cada uno con
alcohol n-butilico, se afiaden 8 ml. de cloroformo y se vuelve

a hacer una extraccién con 3 porciones de 3 ml, cada una con

agua, el volumen se lleva a 15 ml. y se filtra.

A una parte alicuota de 5 ml. se adiciona —
1 ml. de solucidén de cianuro|de potasio al 100/°y a otros 5 ml.
se adiciona 1 ml. de la solu¢idon de fosfato monopotasico al -+
lZ.SO/Odando un pH entre 5.0-6.0 Se dejan 15 minutos y se mi-

de ahora la diferencia de degsidades Opticas o 580m )_4 cn una
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celdilla de | ecm. tomando la solucién de fosfato como blanco.
El contenido de vitamina B se calcula por un proceso similar

12
al meétodo No. 1.,

Como la cianocobalamina suele estar en -
estas mezclas en presencia de lactoflavina que interfiere en -
la valoracidén, para retener ésta pasamos la solucidn a través
de una columna de resinas de cambio idnico de 15 a 20 cm. -
de altura y 1.5 cm. de didmetro. En un principio se usaron
resinas de la serie Amberlita JRA-400 y IR-120; se encontra-
ron con ellas buenos resultados. Posteriormente, debido a -
la dificultad para conseguir Amberlitas en el mercado, se em-
plearon como equivalentes Zerolit 225 y Zerolit F.F. pero se
comprobd que la resina dcida Zerolit 225 retenia hasta un 300/0
de la vitamina B , siendo por tanto inatil su empleo. Utili-

12
zando Gnicamente la resina fuertemente basica Zerolit F.F .-
SRA-69, los resultados que se han encontrado son satisfacto-

rios. La resina debe activarse previamente durante 12 horas

con una solucién de hidrdéxido de sodio al 100/0.
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El método de valoracidén que se describe -
consiste ¢n afiadir a la mezcla polivitaminica una cantidad co-
nocida previamente valorada de vitamina By la solucidn se

12

pasa a traveées de una columna de resina fuertemente bidsica -

para retener la vitamina 3 ( rivoflavina ).
2

En la solucidn resultante se valora la vita-

mina B por el método de extraccidén expuesto anteriormente.
12

Técnica Operatoria:

Las determinaciones de vitamina B se han
12
efectuado en mezclas polivitaminicas liofilizadas que contienen

vitaminas B ,B , B ,C, nicotinamida y pantotenato sédico.
1 2 6

Se disuelve el liofilizado, que contiene 50
gammas de vitamina B con 3 ml. de una solucién de cianoco-
12
balamina que tiene 70 gammas por ml. y se lleva a un volumen

total de 10 ml. con agua destilada. Este liquido se pasa por la

columna que ha sido lavada con agua destilada despucs de la -



reactivacion y se recoge en un matraz aforado de 25 ml., en
en el cual se han puesto previamente 2 gotas de acido acético

glacial para acidificar el medio.

A 3 ml. de la solucidén se afiade 1 ml., de -
cinnuro de potasio al 10°/Oy a otros 3 ml., 1 ml. de solucidén
de fosfato monopotdsico ( KHZ PO4) se deja 15 minutos y se —
valora en el espectrofotdmetro a 580 m },‘ contra la solucién
de fosfatc monopotésico. como blanco, siempre que la diferen-
cia de densidades dpticas medidas a 525m }4 , 540m }.{

y 554m '\( sea cero. El contenido en vitamina B se calcula

12

similarmente al método No. I.
Método No. 4. ( 6)

Aparatos:

a) dos tubos de vidrio para cromatografia
de 9 por 1/2 pulgadas.
b) celulosa DEAE ( polvo Whatman DE 50)

¢ carboximetilcelulosa ( Whatman CM 70)
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Se mezcla la celulosa DEAE con hidréxido
de sodio 0.5N y la CMC con acido clorhidrico 0.5N y se dilu-
ye cada mezcla con agua destilada, dejando sedimentar y se -
quita la mayor parte del liquido sobre nadante por decantacidn.
Se agita cada sedimento con agua destilada, transfiriéndolos -
2 un embudo Buchner y se lavan profusamente, sacando toda —
el agua después de cada lavado. Suspensiones de estas celulo-

sas pueden guardarse listas para su uso.

Se pasan porciones de estas suspensiones
a los tubos vacios { uno para cada celulosa ) después de haber
insertado lana de vidrio. La columna D EAE(A) es llenada por
gravedad hasta una altura de 8 pulgadas. La columnra CMC (B)
es apretada firmemente mientras se va llenando, hasta una —
altura de 4 pulgadas. Se lava cada columna hasta que el agua

de los lavados tengan un pH constante.

Cuando la columna A esté libre de alcali,~
la celulosa es apretada con un gendarme pero cuidadosamente

hasta una altura de 6 pulgadas. Es importante que no se aprie-
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te demasiado porque daria un flujo muy lento.

Se agrega a cada columna un tapbn de lana
de vidrio y sc¢ drena hasta que quede una pequefia cantidad de
agua sobre el empaque., Se pone la columna A sobre la colum-~

na B de tal manera que el eluide de A fluya sobre B.

Se compruceba el pH de la solucidn sin di-
luir y si no estad todavia dcida, agregue unas gotas de acido -
clorhidrico para dar un pH abajo de 4.0 y asegurar la comple~
ta conversidn a la forma acuosa. Con una pipeta se miden --
20 ml. de esta solucidén y se afiaden por la parte superior de —
la columna A y se deja correr a través de las 2 columnas de-
sechando ¢l primer eluido sin color. Continle agregando agua
a la columna A, colectando el eluido coloreado de B en un --—

matraz aforado de 50ml. hasta llegar al aforo.

En este momento el ¢luido de las columnas
debe ser casi incoloro. Se anota la absorbancia del eluido a-
360-361m }4 empleando agua como blanco y se calcula la can-

. , . . 1%
tidad de otrag cobalaminas como vitamina B seca usando Ejym
12

L2C
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En este punto la apariencia de la columna debe ser la siguien-
te:

En la columna A, debe haber una o mas -
bandas de color rosa producidas por los adcidos rojos. En la
columna B, la acuocobalimina e¢s fuertemente retenida, en -
una banda de color rojo obscuro, en la parte superior de la -
misma. Una banda de color rojo, mas angosta debe apare-
cer mas abajo de la columna y es debida a la hidroxicobalamina
retenida débilmente. El eluido contiene cianocobalamina y -
otras cobalaminas neutras,

Se diluyen las bandas de color rosa de la
columna A directamente en un matraz aforado de 50 ml. con-
cloruro de sodio al 1%/ en agua hasta llegar al aforo. Se re-
mueve y se mide la abs orbancia entre 355y 360m }4\
en una celdilla de 1 cm. e¢mpleando una solucién de cloruro de
sodio al 10/0(‘01110 blanco. Sc¢ calcula el contenido de los aci-
dos rojos como hidroxicobalamina en la substancia seca usan-

do Ell, = .190
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Si sc desca, la acuocobalamina puede ser
eluida de la columna B con una solucién de cloruro de sodio ~
al 1°/°. en un matraz de 250 ml. aforadoy llevarlo al aforo con
lavados. Se mide la absorbancia a 350-351m }A empleando ~
una solucidén de cloruro de sodio al lo/‘ocomo blanco, en una -~
celdilla de 1l cm. El c¢loruro de acuocobalamina de la muestra

gseca se calcula usando E’;{"’m = .190
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CAPITULO 111

Esta tesis se encamind a separar y valorar

espectrofotomdétricamente la vitamina B b 6 hidroxicobalamina,
12

de férmula condensada Co Hg 0, N, P Co ydesarrollada.

Chy  CHy

H.OH

Esta vitamina se encuentra en una de sus

agociaciones con lag vitaminas B, y B en solucion inyectable.,
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. Sus propiedad es fisicas, quimicas y -

farmacoldgicas son semejantes a las de la vitamina B 6 --
12

cianocobalamina, las cuales han sido anteriormente mencio-

nadas,
Cada ml. contiene:
Clorhidrato de tiamina 100 mg.
Clorhidrato de piridoxina 50 mg.

Hidroxicobialamina o vita-
mina B 1l mg.
1zb
Se necesita un mdétodo rapido, pues el que se usa

para valorar la vitamina Blz\,' microbiolédgico, es bastante
lento ya que hay que preparar las cajas Petri con el medio,
inocular el microorganiymo, mcubar durante 24 horas y leer
tanto la curva tipo como ¢l problema Lo cual requicre mas -
de 24 horas.

Todas las lecturan tueron hechas en un espectro-

fotdmetro Beckman modcelo DU y se usaron celdillas de cuarzo
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de un centimetro. Para las lecturas en la region ultraviole-
ta se usd una ldmpara de hidrogeno y en el visible, una lam-
para con filamento de tungsteno,

Las resinas estudiadas fucron:
I.- De la Nalco Chemical Co,
a)- Nalcite SAR.- Fucrtemente bitsica, anidnica, hecha de
estireno y divinilbenceno, conteniendo grupos de amonio --
cuaternario. Se activa y regenera con hidroxido de sodio al
10°/.
b)- Nalcite SBR.- Fucrtemente bigica, anidonica, hecha de -
estireno y divinilbenceno, contemendo grupos de amonjo —--
cuaternario., Sc activiiy regenera con hidroxido de sodio al
10°/,.
c)= Nalcite SBR=F.~ Muy poromi, fuertemente hanica, anid-
nica, hecha de estireno y divintlbencono, conteniondo grupos
de amonio cuaternario, Se activie y regencra con hdroxido
de sodio al l()o/o.
d)- Nalcite HOR, - Fuertamente acida, catiomea, hocha do un

copolimero sulfonado de ehtivreno y divinilbenceno, Se activa
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y regenera con acido clorhidrico al 50/0‘
e)- Nalcite HCR-W .- Catidnica, hecha de estireno y divi -
nilbenceno conteniendo grupos de acidos sulfénico. Se acti-
va y regenera ¢ acido clorhidrico al 5%/.
I1.~ De la Casa i.. Merck A.G.
a).- Cambiador de 16nes 1.~ Fuertemente acida, catidénica,
hecha de un derivado de poliestireno, con grupos de dcido
sulfénico niicleo-substituidos. Se activa y regenera con acido
clorhidrico al 5%/.
b) .- Cambiador de lénes IV .- Débilmente adcida, catibnica,~—
hecha de un derivado poliacrilico. Se activa y regenera con
4cido clorhidrico al 3%.
II1.- De la Dow Chemical Interamerican Limited.
a).- Dowex I X 8.~ Anidnica, hecha de estireno, con grupos
de amonio cuaternario. Se activa y regenera con hidréxido
de sodio al 100/0.
b).— Dowex 50 X 8.- Catidnica, hecha de estireno, con gru-
pos de dcido sultdénico. Se activa y regenera con acido clor-

hidrico al 50/0.
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Todas estas resinas se activaron durante 12
horas en suspensiéon con una solucidn del regenerante respec-
tivo. Se lavaron con agua destilada hasta que el pH de los -
lavados se mantuvo estable y se secaron al medio ambiente

No se usaron las resinas de la serie Amber-
lita, debido a que no se encontraron en el me rcado y solo -
se podian adquirir por importacidén, tardando 3 meses en —
llegar aqui, ademéas de ser bastante caras ya que una libra
de resina IRA-400 6 IR-120 cuesta alrededor de 12.50 ddéla-
res ( 156.25 pesos) .-

Se usbd como columna una bureta de 10 ml.-

y se empacd de la siguiente forma: En la parte inferior se -
puso un tapdn de algoddn con objeto de retencer la resina. Se
llena de agua y se vierte la resina ¢n suspensidon con agua -
por la parte superior hasta llegar a la altura deseada, En-
cima de la resina se pone otro tapon de alpodon piara mante-—
nerla fija durante la adicidén de las alicuotas. Se lava abundan=-
temente con agua destilada dejando ésta algo mids arriba -=-=
(0.5cm.) del agoddn superior, quedando asi lista la colum-

na para su uso.
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El método que encontre mas adecuado a mis
propdsitos es el siguiente:

En un matraz aforado de 25 ml., se pone la
mezcla de las vitaminas B , B y B y se lleva por —-

: 1 6 12b
diluciones adecuadas una concentracidon aproximada de 50 ga-
mmas de vitamina B por ml.
b

Por otra parte se pesa exactamente un patrdn

de vitamina szb cristalina ( equivalente a 10 mg.) y se lle-
van a un matraz volumétrico de 200 ml. aforando con agua, -
teniendo asi una concentracién de 50 gammas por ml.

A estas 2 soluciones ( problema y patrdn ) se
les agrega cianuro de potasio sdlido ( 1 mg. por ml. de so-
luci 6 n) y se deja reposar durante 5 horas en una campa-
na, a temperatura ambiente.

En una bureta de 10ml. se prepara una colum-
na con una cama de 15 cm. de altura, con la resina Dowex~-
50X 10, activada tal y como se explicd anteriormente.

Se miden 5 ml. de la solucién problema y se
pasan a través de la columna, deshechindose el primer eluido

[y I

incoloro. Se recibe el eluido conteniende la vitamina Bl?. en —
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forma de complejo dicianurado en un matraz velumeétrico
de 25 ml. al que previamente se le ha adicionado 2 ml. -
de solucién amortiguadora pH 5.4 y se lleva al aforo con-
el agua de los lavados hechos a la columna. De igual for-
ma se procede con la solucidén patrdn en otra columna de
las mismas caracteristicas.

En un espectrofotdmetro se miden las den-
sidades Opticas a 361l m }4 usando la solucién amortigua-
dora pH 5.4 como blanco.

AEm

[E_P_ x 100 = °/°de vitamina B12

donde A Em es la densidad 6ptica del problema y --
AEp es la densidad 6ptica del patrdn.
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CAPITULO 1V
La siguiente tabla se hizo con muestras cuya
formula ¢s la siguiente. Unicamente se hizo variar la can-

tidad de vitamina B

12b
Cada ml. contiene:
clorhidrato de tiamina 100 mg.
clorhidrato de piridoxina 50 mg.

hidroxicobalamina & vita

in
mina szb

Para encontrar la desviacidén relativa y el
error relativo se usaron las siguientes € cuaciones.
Desviacién Promedio.

Desviacién Relativa = x 100
Valor Promedio .

Valor Encontrado.
Error Relativo - x 100

Valor Promedio.
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TABLA I

Muestra Cantidad de Valores Valor Desviacid

Vitamina Blzb Encontrados. Promedio. Desviacién Promedio
( gammas por ml.)

1 20 0.0595 0.000
2 20 0.0590 0.0005
2 20 0.0600 0.0595 0.0005 0.00033
4 40 0.1300 0.0005
5 40 0.1350 0.0014
6 40 0.1360 0.1336 0.0024 0.00146
7 60 0.2075 0.0010
8 60 0.2030 0.0035
9 60 0.2090 0.2065 0.0025 0.00233
10 80 0.2630 0.0090
11 80 0.2720 0.0000
12 80 0.2820 0.2720 0.0090 0.0060
13 100 0.3180 0.0120
14 100 0.3350 0.0050
15 100 0.3370 0.3300 0.0070 0.0080
16 200 0.6900 0.0050
17 200 0.6930 0.0020
18 200 0.7020 0.6950 0.0070 0.0046
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TABLA I.

] e Valores Valor Desviacidon Desviacién Error
12b Encontrados. Promedio. Desviacion Promedio Relativa = Relati-
por ml.) (%) vo (°f)

0.0595 0.000 1.00

0.0590 0.0005 0.99

0.0600 0.0595 0.0005 0.00033 0.0196 1.00

0.1300 0.0005 0.97

0.1350 0.0014 1.01

0.1360 0.1336 0.0024 0.00146 0.01 1.01

0.2075 0.0010 1.00

0.2030 0.0035 0.98

0.2090 0.2065 - 0.0025 0.00233 0.01 1.01

0.2630 0.0090 ’ 0.96

0.2720 0.0000 1.00

0.2820 0.2720 0.0090 0.0060 0.02 1.03

0.3180 0.0120 0.96

0.3350 0.0050 1.01

0.3370 0.3300 0.0070 0.0080 0.02 1.02

0.6900 0.0050 0.99

0.6930 0.0020 0.99

0.7020 0.6950 0.0070 0.0046 0.06 1.01




DISCUSION DEL METODO.
l.- La concentracién de la alicuota no influye en la

recuperacidn de la vitamimma B b ya que como se verd en la
|

2
tabla |, ¢ste mdétodo sigue la Ley de Lambert—-Beer.

2.- Sv le agrega cianuro de potasio en exceso con =
objeto de formar ¢l complejo dicianurado de la vitamina Blz'
¢l cual ¢s deseable por dos motivos:
a.- Convierte todas las variantes de la vitamina B . ( hidréxi-

12

cobalamina, acuocobalamina, nitrocobalamina, etc ) en una
sola substancia.
b.- Encontré que el complejo dicianurado pasa integramente
por la columna.

3.- El tiempo de reaccidn de cinco horas es necesa-
riv para la conversion de todas las pseudocobalaminas.

4.-Se us6 una bureta de 10 ml. debido a la mayor fa-
cilidad en su mancjo y limpicza, no siendo necesario una de
mayor tamaifo.

5.- La altura de 15 ¢m. de cama es la que reportd

mejores resultados, ya que una cama de 10 ecm. 0 12 iy,
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permite ¢l paso de la piridoxina y la tiamina no siendo éstas
totalmente retenidas y mientras menor es la altura de la -~
cama mayor cantidad de¢ vitamina By B, pasa a través

1 6

de la columna. Estas pruebas se hicieron con sal de Reinecke
y acido fosfomolibdico respectivamente. La tiamina, en me-
dio clorhidrico, da un precipitado de color rosa con la sal-
de¢ Reinecke y la piridoxina, con el dcido fosfomolibdico, -
da un precipitado de color crema.

6.- La resina usada Dowex 50 X 10 fué la Gnica que
sirvié a mis propdsitos, ya que todas las demds no dieron
los resultados apetecidos.

Todas las resinas anidénicas sin excepcidn no retienen la
vitamina Bl ni la B 6 siendo estas resinas Nalcite SAR, -
SBR,SBR- P, D;)wex 1X 8. Hice prucbas a diferentes altu-—
ras de cama, en buretas de 10 ml., 25 ml. y 50 ml. sin re-
sultados. Las resinas catidnicas Nacite HCR,HCR-W, cam-
biador de iones 1y IV, y Dowex 50X 8 resultaron satisfac-—
torias en cuanto al problema de retencidon de las vitaminas

B,y B(, pero con el inconveniente de adsorber también la
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vitamina B”b en mds de un 30°/° siendo por tanto in-
conveniente su emplco. La resina Dowex 50 X 10 fué la Uni-
ca que trabajé mas satisfactoriamente aunque reteniendo --
aproximadamente el 10°/°dc esta vitamina. Agregando cia-
nuro a la vitamina Blzbcncontré que se recuperaba en 1000/o
6 sea que el complejo dicianurado pasa integramente a través
de la columna.

7.~ Se afiaden 2 ml. de amortiguador a pH 5.4 con el
objeto de convertir el complejo dicianurado en cianocobala-
mina por desplazamiento del segundo grupo cianhidrico.

8.- Las densidades Opticas se miden a 36l m }{ ya

que a esta longitud de onda, la cianocobalamina tiene su maxi-

mo en el espectro.



CAPITULO V.

CONCLUSIONES.

1.~ El método propuesto y modificado es un método rapido,
ya que todas las manipulaciones necesarias toman un tiempo
aproximado de dos horas. Tomando en cuenta las cinco horas
necesarias para la reaccidén hace un total de siete horas mads
6 menos, en contraposicién con el método microbioldgico —-
para determinar vitamina Blz el cual dura 24 horas o mias.
2.- Es un método reproducible y exacto segin se puede obser-
var por los resultados de la tabla | concernientes al error
relativo y desviacién relativa.

3.- Es un método de ficil manejo puesto que no entrafia nin=-
guna manipulacién engorrosa 6 dificil de efectuar.

4.~ El error midximo de este método es del orden del 10/0—

de acuerdo con los resultados obtenidos.

5.- Se puede decir que es econdmico ya que los reactivos -

usados son bastante baratos excepto quiza la resina.
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