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CAPITULO 1 

Un siglo de estudios clínicos y más de 25 

.:l1'1os de investigaciones químicas y bioquímicas fueron nece -

silrias para revelar los secretos de la vitamina B A con -
12 

secuencia de una conferencia dada el 15 de Marzo de 1849 --

ante La Sucit.:d<1cl Médica de Londres Sur ( South London Medi-

cal Soc1ety ) y titulada "Sobre la Enfermedad Anemia de las -

µJ:\nr!11las Suprarrenales" ( On Anaemia Disease of the supra-

renal capsules} .ADDISON ( 1) adquirió la reputación de haber 

sido el primero en describir dos tipos de anemia: La enferme-

dad de Addison y la anemia de Addison. De todas formas, el -

término ''Anemia Pern íciosa" no fué introducido sino hasta -

el b de Noviembre de 18 71 en ocasión de una conferencia dada 

por ANTON BIERMER, ( l) director de la clínica 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 hígado 

es L~ficaz en el tratamiento de la ane1nia perniciosa. 
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En el mismo tiempo, el químico COHN 

( 1), miembro del grupo de investigación de la Universidad 

de Harvard, se interesó en este producto antianémico, Este 

en colaboración con el qu 1ico MINOT, se esforzaron en 

aislar del hígado el compuesto activo en el tratamiento de la 

anemia pern iciosa. De 1927 data su primer reporte sobre un 

"Estracto de hígado activo". 

A principios de 1948, con pocos días de 

intervalo, FOLKERS ( 1) y su equipo de Merck and Co. en -

los Estados Unidos y SMITH ( l) de los Laboratorios Glaxo 

en Inglaterra, anunciaron que eran capaces de aislar en los 

estractos de hígado, una substancia roja dotada de una gran 

actividad en el tratamiento de la anemia perniciosa. 

Fué así como el producto aislado de FOL­

KERS provocó una transformación espectacular sobre el es­

tado de tres enfermedades provocadas por anemia per nicio­

sa, con dosis Únicas respectivamente de 150 gammas ( 150 -
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milésimas de miligramo ó rnicrogramos ) 6 y 3 gammas. 

pírica.: 
La vitamina B presenta una fórmula em­

ll 

C H O N P Co 
l>l 90 l4 14 

La susceptibilidad magnética y el estu­
dio pola rog ráfico han dcmost rado quC' el iÓn cobalto está en for-

ma t1·ivalen1.e·. 

No se encuentra en las plantas superiores, 

a la inversa de las ot::-as vitaminas del complejo B; la vita 

mina Bll solo es sintetizada por los microorganismos; los --

hongos inferiores principalmente. En el organisrno humano -

por ejemplo, la vitamina B
1

l es elaborada normalmente por -

la flora microbiana del intestino grueso. 

La farmacopea de los Estados Unidos en 

su XVI revii;;iÓn 1960) pág .186 da como fórmula empírica de 

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

El hígado y la sangre constituyen las prin-

cipales reservas de vitamina B en el hombre. Su aislamien-
12 

to a partir del hígado es muy difícil: por tratamiento de 4 to-

11Plad;1 s de hígado de res, extracción y e rurnatografÍ;¡ en 



sólo se obtiene l. O gr. de vitamina B . Los investigadores 
IZ 

de los Laboratorios Mcrck en los Estados Unidos, han anun-

ciado que se puede aislar la vitamina B a partir de caldos de 
IZ 

cultivo de Streptomyces grisscus ( 1) fuente utilizada en la -

producción de Streptomicina. Otros caldos de cultivo de anti-

biÓticos son ig ualmentc utiliza dos para el fin expresado. 

La fermentación constituye actualmente 

la fuente principal de esta vitamina y esto confirma la hipó -

tesis de su origen microbiológico. 

Para HARTMAN ( 1 ) la leche, la leche -

en polvo y el queso constituyen las fuentes normales de vita -

mina B ; él declara igualmente que los productos tales como 
IZ 

los granos, el aceite y la levadura pueden ser un suplemento -

de esta vitamina en caso de carencia. La vitamina B está -
IZ 

en forma de criBtales de color rojo obscuro e hidratados: 
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cnnt!grccc 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° /o de cobalto. Esta molé cu la tiene una actividad -

óptica. 

La titulación potenciométrica de la vita-

mina B en solución de ácido acético glacial indica que se -
12 

trata de una base débil. El espectro de absorción en ultra-

violeta da tres máximos: 

Este espectro no cambia sino débilmen-

te con las modificaciones de pH. En medio ácido se observa 

en efecto hipocró:nico aproximado del 10°/0 para la Á 361.-

m~ El espectro infrarojo da un número de -

banda 1:1: 

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

2132 cm. -1 que es atribuido a una unión c;N 
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3320 cm. -1 que es atribuido a una unión N-H 

3600 cm.-1 " 11 11 11 11 " 0-H 

La vitamina B se altc ra de manera importante 
lZ 

por los oxidantes y reductores, así con10 por los metales -

pesados y el fenal. Una solución :icuosa es estable al aire 

y a la luz en un pH entre 5 y 6 . Es termoestable dentro de 

ciertos límites. Resiste un calentamiento en solución acuo-

sa de 15 min. a l 20ºC y a un pH de 5. 5 Sin embargo en medio 

O. O 1 N de ácido clorhídrico ó O. O l 5N de hidróxido de sodio la 

vitamina se destruye. 

El grupo CN puede ser desplazado de la cianoco-

balamina de varios modos: por fotólisis ó por medio de agen-

tes reductores que dan vitamina R contenienc.lo cobalto diva-
12 

lente ( o un producto más reducido) l'l cual rápida.mente pasa 

a hidroxicobalamina por rcoxidélcit'rn a~:rt:a. En Holucio1ws -

ácidas la hidroxicobalamina 11t~llt i·a tun1a un ión hidrÓi.tt•no el-

cual convierte el hirl1·oxilo en una molécula coordinada de agua, 
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Esta acuocobalamina es básica y da sales 

con los ácidos. Por lo que en solución existe un equilibrio -

con la hidroxicobalamina y como es más estable en pH ácido 

los productos comerciales están principalmente en la forma 

de acuocobalarnina. El término "hidroxicobalamina" que se 

ha establecido en la literatura médica es incorrecto porque 

su fórmula corresponde a la acuocobalamina; "vitamina B " 
iz. a 

y "vitamina B " son sinónimos de la misma substancia. 
lZ.b 

También puede pasar a la "vitamina B " , ó nitrocobalamina. 
lZ c 

FUNCIONES BIOLOGICAS. 

l. - Factor de crecimiento. 

Las proteínas animales contienen un fac-

tor de crecimiento ausente en las proteínas vegetales. Los -

Laboratorios Lederle han podido demostrar que el principio 

antianémico pernicioHo del hígado eH el constituyente princi-

pal del principio protei'nico animal. 
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Por otra parte, todo parece indicar que 

la vitamina B juega un papel en el metabolismo de las pro-
12 

teínas y sobre todo en su síntesis. Indicaciones similares -

son estas en los trabajos ele CHARKEY, DRILL y WILLIAMS 

( l). Estos autores afirman que la vitamina B reduce la ta-
12 

sa de proteínas en la sangre. Así, la cantidad de arginina -

libre, lisina, metionina, triptofano, histidina, treonina y va-

lina disminuye por la adición de esta vitamina a los alimen-

tos. De este hecho, la vitamina B parece jugar un papel -

lZ 

en el metabolismo y consiste en el aumento de la utilización 

de los aminoácidos para la elaboración de tejidos. Los auto-

res han comprobado que los pollos a los que se les adminis-

tra esta vitamina se desarrollan más rápidamente. Parece 

asímismo que esta vitamina es necesaria en la síntesis de -

las ribonucleoproteínas en los núcleos de las células hepáticas. 

U. - Factor antipcrnicioso. 

La adrninislración de vitamina D produce 
lZ 

una reducción rápida pr•ÍcticanH!nlc en todos los casos de la -
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anemia perniciosa. Este tipo de anemia se caracteriza prin-

cipalmcntc por la disminución de glóbulos rojos en la sangre 

y éstos son de un tamaf\o superior a lo normal. En lugar de 

ser norrnoncitos (diámetro aproximado de 7 micras} estos 

glóbulos rojos se llaman rncgalocitos ó macrocitos (diámetro 

aproxin1ado de 11 tnicras). Estos mcgalocitus contienen -

más hemoglobina dt: la normal y por consiguit~ntc un conteni-

do de hierro excesivo. Se les nombra hipercrÓmicos en opo-

sición a los glóbulos rojos normales que son normocrómicos. 

Por otra parte, rnient1·as que habitualrn0ntc se encuentran -

los normoblastos en la médula Ósea ( ellos son los precurso-

res de las células rojas ) en el caso de la anemia perniciosa 

se encuentran ig_ualmentc los megaloblastos en la sangre peri-

férica. 

La anemia perniciosa es frecuentemente 

acompañada de una destrucción cxagl~rada de glóbulos rojos 

por el sistema rdiculoendotdial. 
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Esta destrucción excesiva entraila un aumento notable de bi-

lirrubina en la sangre que conduce algunas veces a estados -

subicté ricos. 

En la anemia perniciosa se muestra un -

trastorno ocasionado por los ácidos digestivos, La atrofia -

de la rnucosa. gástrica, que entraiia la d~:sapa.rición de la se-

crcción de ácido clorhídrico por células de la mucosa estoma­

cal, es un síntoma característico. Esta aclorhidria es hista­

mino-reíractaria; la misma asociación de histamina no esti-

mula la secreción de ácido clorhídrico; por lo tanto la acid.ez 

del contenido gástrico en anemia perniciosa es de O unidades. 

No existía ninguna prueba de Laboratorio 

que permitiera al químico asegurarse de la persistencia del 

factor antipernic10Ho. El ensayo clínico solo podía dar una -

respuesta en cada lote de extracto sn1netido a este experimen-

to, 

En eft?ctu, la imposibilidad (h~ obtener en 

los animalt~H una ane1nia 111q.\alobl;ÍHlica c¡111· p11t·cl.~ p.1reclirt>1i 

a la del hombl'L', la evidencia dt· l<l .tct1vidad de• cada extracto 
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sería obligatoriamente sobre la enfermedad producida en el 

hombre.· 

Fué descubierto un factor de crecimiento 

en la rata (factor X) por CARY y HARTMAN ( l) en 1946. -

Eotc !actor se reconoció en particular sobre ciertos extrae-

ton hepáticos. Otros trabajos paralelos c.l anterior estaban -

siendo realizados en aves de corral cuando MARY SHORB --

(1 ) al efectuar ensayos para identificar este factor X por vía 

microbiológica descubrió en el extracto de hígado, en 1947, -

un principio vitamínico necesario en el desarrollo del Lacto-

b:~cillus Lactis Dornier ( factor LLD ) , di!erente de todos los 

factores B hasta entonces conocidos. La investigadora obser-

vó que la concentraci•Sn de los extractos hepáticos en el fac-

tor LLD son paralelos a la intensidad de su poder curativo -

en la anemia perniciosa. Este método se usa en la valoración 

casi exclusivamente de la vitamina B ; y se puede utilizar -
1 z 

tambit!n otros microorganismos tales como el Lactobacillus 

Leichmanu i i. 



-13-

Además de su acción en el tratamiento de 

la anemia perniciosa y de su poder nutritivo, STEKAL ( 1 )-

pretcnd1.: que la vitamina B por una parte actúa como trans-
12. 

porte de hidrógeno en los radicales disul!uros y por otra par-

te juega un papel importante en la biosíntesis de metilos li -

brcs. S.::· !:iet1ala asímismo, el papel de esta vitamina en la 

síntesis de la metionina a partir de la homocisteína y de la -

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

dirt:ctamentc en las transmetilaciones. 
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CAPITULO lI 

El propósito de esta tesis es el de encon-

trar un n1étodo para separar y valorar la vitamina B en --
12 b 

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

ción inycc:tablc, debido a que este preparado vitamínico se usa 

írec:ucntcn1c11tc en rncdicina. A continuación se describen los 

m~todos existentes hasta el momento de iniciarse la parte --

experimental de esta tesis. 

Método No. l ( 3 ) 

A una muestra que contenga aproximada -

mente 200 microgramos de vitamina B , se le agrega cianuro 
IZ 

de sodio, de tal manera que se obtenga una concentración final 

de 1 miLcrogramo por mililitro. Se practica la operación bajo 

la campana. 

Se agita para disolver el cianuro de sodio 

y el pH se ajusta de 9. 5 a l O. O con hidróxido de sodio al loº / 0 

si es necesario. Se deja reposar por 5 horas a temperatura 
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ambicnl1 para convertir en complejo dicianurado todas las -

variantes de la vitamina B . Se agrega sulfato de sodio anhi-
12 

dro de manera que la concentración final sea del 20°/0 ( P/V). 

El pH se ajusta con hidróxido de sodio entre 11. O y 11. 5; la -

solución se pasa a un embudo de separación y se extrae con -

3 porciones ;gu.dt..:s a la dccima parte de su volumen con ----

alcohol bencÍlico. 

A los extractos alcohólicos reunidos, se -

les agrega la mitad de su volumen de cloroformo, extrayendo 

con 3 volúmenes de la décima parte de 1a mezcla alcohol ben-

cílico - cloroformo con agua. Las fases acuosas se aforan en 

un matraz de 25 ml. 

A una alícuota de 1 O ml. del extracto acuo-

s'o se le agregan 2ml. de solución al lOºlo de cianuro de sodio 

A otra alícuota de lOml., se le agregan 2 ml. de solución al -

12.5º/
0

de fosfato monopotásico ( KH Píl ) para ajustar el pH 
2 4 

entre 5.0 y 6.0 

La <lcnsidad óptica de cada solucióu es me-

dida a 582 rn ~ en una celdilla <le lcm. por la fórmula que el 

1 
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autor establece, con sus factores especiales a las condicio-

nes del método. 

Método No. 2. ( 4 } 

Est(· 1n[:todo se basa principalmente en que 

la vitamina B l'l1 solución ;lu1osa es t:sencialn1entc no iÓnica-

ll 

en su con1portarnicnto con ciertas 1·csinas c<lrnb1adoras de iÓnes, 

n1l•~ntr:1s que las vitanúnas dd cornplejo B restantes y la vita-

mina C tH'nt.•n una actividad if1nica con estas resinas. Si hay -

vitaminas A, D, y E se hact: una extracción preliminar. 

Este n-u~todo consiste en hacer pasar una -

mezcla de la solución vitamínica por una colun1na con resinas 

y medir la. densidad Óptica de los duídos en un espectrofotó 

metro de a e u e r do e o n la s s i g u i en t e 8 e s pe c i f i ca c ion e s : 

P;t i·a la extracción preliminar de las vitami-

nas solubles en aceilt! ( A,D, y E:) se solubilizaron primero en 

una Holucié111 de propil1·11gl1col·-agua. Se c·xtrajeron con una --

n11·zcla 1: 1 cl1· t.ctrahiclrnfurano y cloroforino. 
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Las resinas se preparar para su uso hacién-

dolas estar en contacto, durante toda la noche, con una solu -

ción acuosa del regenerante. El exceso de la solución rege-

neradora se decanta y las resinas se lavan con agua destilada 

hasta que el agua de los lavadr q sea neutra al bromo cresol -

ve&de, para resinas regenerada a con ácidos y con fenolfta.leina, 

para las resinas regeneradas con álcalis. 

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 loº fo. La cama superior, de 7 cm., contiene 

una rnezcla 1: l de Amberlita IRA-400 regenerada con una so-

. 
lución de hidróxido de sodio al 10°/

0 
y Amberlita IR-12.0 rege-

nerada con una solución de ácido sulfúrico al 2.5°/0 (V/V ). 

Estas resinas fueron empacadas en tubos de cromatografía en 

columna de 50 ml., en 1:1u parte inferior se puso un tapón de -

lana de vidrio, 1:1c llt~na ch~ agua y se empaca la resina dcjándo-

la caer tnl!Zdada con agua hasta que se alcance la a.ltu1·u dcoea-

c!;.1.: Ht~ pone lén1a de viddo en la part1_• Auperior para que la reei-
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na pPrma1wzca fija durante las adiciones de las n1uestras. 

Las columnas se lavan profusamente con agua destilada. 

La alícuota que se hace pasar es de lOml. -

y se recoge en un matraz volumétrico de 25 ml. llegando al -

aforo con lavados de la misma columna. El matraz debe con-

tc1wr aproximadamente lml. de solución amortiguadora a pH 

5. 4. El flujo es de 8ml. por minuto. 

Se usa un espcctrofotómetro Becktnan mo-

delo DU con celdillas Cor ex de l, 5 y 1 O cm. La lámpara con 

filamento de tungsteno se usó para las lecturas a 550 m ~ 

La misma lámpara con el filtro adecuado se usa para las lec-

turas de 361 m }~ 

Abajo de los 330m }~ se usan celdillas de 

cuarzo de l cm. y una lámpara de hidrógeno. 

La c<Lntidacl de vitamina B se calcula así: 
lZ 

Hl! hace un pat1·ú11 vo11 vil.<L1ni11a B l'l'i:-italina la cual Hl' pasa 
l l 

pol' la colurnn;L. S1· 1nid1• ;111t1•H y d1•Hpul'·1:1 d1· Hll pa~w p1>1' la ·--

cohn1111i1 ch11d1i 6 J.:p y ~L·;,. vl v11al tH~ c..·orr1g1· JHll' l'iltnhioH 
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de celdillaR y de volumen. 

flt_~ XIOO: ./ de recuperación 

6.Lp 'º !JI"tr. )'(100 . )(\MT, ~llÍL.,= V1'f B,"2.. 
-ist:t.x.% Dé ;Ü_C1li>t..'l"i\(,11)'-l 

Donde ~Em es la absorbancia del eluido 

( cor ¡·egida para celdas de l cm., de 5 cm. Ó de 1 O cm. según 

la ql:e se use) y ~Et es la a.bsorba.ncia teórica de una concen-

tración específica de vitamina B cristalina patrón. 
lZ 

Método No. 3 ( 5 ) 

Es te método es una combinación de los dos 

anteriores, con algunas modificaciones. 

Se trata una solución problema que canten-

ga al incnos 200 gammas de vita1nina B a una concentración 
lZ 

no menor de una gamnlil por ml. con cianuro de potasio sólido 

hasta alcanzar una l'Onc1!llll'<1l'it>ll final del 1°/~ se agita para -

clitiolvt•r t•I l'i<111u1·0 ;1diviu11;ul11, <¡lll'd.111do d pH de la solución 

t!IÜl't' ').O y )0,0. ,..;,. •l•'.I" d111·.111t1· '1 hut'il!:I ;1 la tcn1pc1·atura 

Vi t.1111i11;1 B a co1nplt!jo di11.tnur.~du. Sl' ;d\adc 1:1\.ilfato 1:1Ódico 
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anhidro hasta una concentra e ión del 20° /0 ( P/V ) y una vez di­

suelto se ajusta el pH entre 11 , O y 11 • 5 con una solución con­

centrada de hidróxido de sodio, En un embudo de separación 

se extrae con 3 porciones igua es a la décima parte de su vo­

b.mcn con alcohol bcncilico. J l extracto bcncílico se le añade 

la mitad de su volumen de cloxoformo extrayendo con 3 volú -

menes de la décima pa rtP de Li. mezcla alcohol bencílico-cloro­

formo con agua. Se completa el volumen de la fas e acuosa -

hasta 25 ml. y se adicionan i -: . 5 gr. de sulfato amónico. Una 

vez disuelto, se extrae con 3 olúmenes de 5 ml. cada uno con 

alcohol n-butílico, se añaden 8 ml. de cloroformo y se vuelve 

a hacer una extracción con 3 orciones de 3 ml, cada una con 

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

A una par e alícuota de 5 ml. se adiciona -

l ml. de solución de cianuro de potasio al l oº/o y a otros 5 ml. 

se adiciona 1 ml. de la i-wlu :ión de ÍOt:iÍato monopotás1co al ·-· .. 

12.5°/0 dando un pH L·ntre 5. -6.0 Se dejan 15 minutot:> y t:iC mi­

de ahora la diferencia dt• de1 Hidadt•::i Óptica!:! :1 580111 ~ en una 
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celdilla de 1 cm. tomando la solución de fosfato como blanco. 

El contenido de vitamina B se calcula por un proceso similar 
1 l 

al método No. 1 . 

Como la cianocobalamina suele estar en -

estas 1nezclas en presencia de lactoflavina que interfiere en -

la valoración, para retener ésta pasamos la solución a través 

de una columna de resinas de cambio iÓnico de 15 a 20 cm. -

de altura y 1 • 5 cm. de diámetro. En un principio se usa ron 

resinas de la serie Amberlita IRA.-400 y IR-120; se encentra-

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 

comprobó que la resina ácida Zerolit 225 retenía hasta un 30°/0 

de la vitamina B , siendo por tanto inútil su empleo. Utili-
1i 

zando Únicamente la resina fuertemente básica Zerolit F .F.-

SRA-69, los resultados que se han encontrado son satisfacto-

rios. La resina debe activarse previamente durante 12 horas 

con una solución de hidróxido de sodio al lOºlo· 
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El método de valoración que se describe -

consiste en añadir a la mezcla polivitamínica una cantidad co-

nocida previamente valorada de vitamina B y la solución se 
12. 

pasa a través de una columna de resina fuertemente básica -

para retener la vitamina 3 rivoflavina ) . 

En la solución resultante se valora la vita-

mina B por el método de extracción expuesto anteriormente. 
12. 

Técnica Operatoria: 

Las determinaciones de vitamina B se han 
12. 

efectuado en mezclas polivitamínicas liofilizadas que contienen 

vitaminas B • B , B ,C, nicotinamida y pantotenato sódico. 
2. 6 

Se disuelve el liofilizado, que contiene 50 

gammas de vitamina B con 3 ml. de una solución de cianoco-
12 

balamina que til'IW 70 gan11n;t::; por ml. y st~ lleva il un vulurnen 

total <lt! 10 1nl. con ¡1gua lk:HiLula. E.:Hte líquido ~w pa1:1a poi· li:l 

columna qul' h;1 Hido lavada con agua det-itilacl;l dt•1:1pu[·H de la -
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reactivación y se recoge en un matraz aforado de 25 ml. , en 

en el cual se han puesto previamente 2 gotas de ácido acético 

glacial para acidificar el medio. 

A 3 ml. de la solución se añade l ml. de -

cianuro de potasio al loº le, y a otros 3 ml. , l ml. de solución 

de fosfato monopotásico ( KH PO ) se deja 15 minutos y se -
z 4 

valora en el espectrofot_ómetro a 580 m ~ contra la solución 

de fosfato n1unopotásico como blanco, siempre que la diferen-

cia de densidades Ópticas medidas a 525 m ~ , 540 m ~ 

y 554m ~I sea cero. El contenido en vitamina B se calcula 
lZ 

similarmente al método No. I. 

Método No. 4. ( 6 ) 

Aparatos: 

a) dos tubos de vidrio para c:romatografía 

de 9 por 1/2 pulgadas. 

b) celulosa DEAE ( polvo Whatman DE 50) 

e' carboximetilcelulosa ( Wha.tman CM 70) 
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Se mezcla la celulosa DEAE con hidróxido 

de sodio O. 5 N y la CMC con ácido clorhídrico O. 5N y se dilu­

ye cada mezcla con agua destilada, dejando sedimentar y se -

quita la mayor parte del 1 Íquido sobre nadante por decantación. 

Se agita cada sedimPnto c-on agua destilada, transfiriéndolos -

a un embudo Buchncr y se lavan profusamente, sacando toda 

el agua después de cada lavado. Suspensiones de estas celulo­

sas pueden guardarse listas para su uso. 

St:! pasan porciones de estas suspensiones 

a los tubos vacíos ( 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 columna CMC {B) 

es apretada firmemente mientras se va llenando, hasta una -

altura de 4 pulgadas. Se \ava cada columna hasta que el agua 

de los lavados tengan un pH constante. 

Cuando la columna A esté libre de álcali, -

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 daría un flujo muy lento. 

Se agrega a cada columna un tapón de lana 

de vidrio y se drena hasta que quede una pequeña cantidad de 

agua sobre el crnpaque. Se pone la columna A sobre la colum-

na. B de tal tnancri). que el eluido de A fluya sobre B. 

Se comprueba. d pH de la solución sin di-

luir y si no está todavía ácida. agregue unas gotas de ácido -

clorhídrico para dar un pH abajo dt: 4. O y asegurar la comple-

ta conversión a la forma acuosa. Con una pi peta se miden --

20 ml. de esta solución y se afiaden por la parte supe!ior de -

la columna A y se deja correr a través de las 2 columnas de-

sechando d primer e luido sin color. Continúe agregando agua 

a la columna A, colectando el eluido coloreado de B en un --

matraz aforado de 50ml. hasta llegar al aforo. 

En este tnomento el l!luido de las columnas 

debe ser casi incoloro. Se anota la absorbancia del eluido a-

360-361 m }A. empleando agua como blanco y se calcub la can-

11. 
t.ida.d de otras cobalam111as como vitamina. B seca usando Ew11 =. 2C 

lZ. 
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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 más -

bandas de color rosa producidas por los ácidos rojos. En la 

colun1na B, la a.cuocobal:11nina es fuertemente retenida, en -

una banda de color rojo obscuro, en la parte superior de la -

misma. Un<t banda de color rojo, más angosta debe apare-

cer más 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 1.in matraz aforado de 50 ml. con-

cloruro de sodio al l 0 / 0 en agua hasta llegar al aforo. Se re­

mueve y se mide la abs orbancia entre 355 y 360rn ~ 

en una celdilla de l cm. empleando una solución de cloruro de 

sodio al t 0
/

0
corno blanco. Se calcula el contenido de los áci-

dos rojos como hidroxicobalamina en la substancia seca usan-

do Ei~~ = . l cJo 
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Si se desea, la acuocobalamina puede ser 

eluida de la columna B con una solución de cloruro de sodio -

al iº/
0

, en un matraz de 250 ml. aforado y llevarlo al aforo con 

lavados. Se mide la absorbancia a 350-35lm ~ empleando -

una solución de cloruro de sodio al t 0
/ 0 con10 blanco, en una -

celdilla de l cm. 
El cloruro de acuocobalC1.·nina de la muestra 

seca se calcula. usando E\
0

(

0

w. :: • 190 
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CAPITULO lll 

Esta tesis se encaminó a separar y valorar 

cspectrofotométricamente la vitamina B Ó hidroxicobalamina, 
llb 

de fórmula condensada Cbl H
89 

0
15 

N
13 

P Co y desarrollada. 

c
1
11'l , ... 

1 11 
(QHl\z Cl\2 ~ 

lot-tH,, 

Cll~ CONH1 1 

~~L 
ctt, 

e\\') 

Esta vitamina se encuentra en una de sua 

asociaciones con lai:, vitaminas B1 y B 6 en solución inyectable. 
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. Sus propiedad es físicas, químicas y -

farmacológicas son semejantes a las de la vitamina B ó --
12 

cianocobalamina, las cU<Llcs han sido anteriormente mencio-

nadas. 

Cad.L 1111. cunt.1 c·1H!: 

Clorhid1·atu de t1<Lmi11a 100 mg. 

Clorhidt'olto de· p1ru.loxina 50 mg. 

Hidroxicoh;damin;l o vita-

mina B 
IZ b 

l mg. 

Se necesita un método rápido, pues el que se usa 

para valorar la vitamina B , mic rabio lógico, es bastante 
IZb 

lento ya que hay qtw preparar L<Ls C<.Ljas Petri con el medio, 

inocular el microorgLL11i81110, 1111·1dMl' dut·antc 2.4 horas y leer 

tanto la curva tipo coint> 1·L pr•lliL .. 111.1 Lti cu.ll l'l.'qui1.•r1• 1nás -

de 24 horas. 

Todas las L1·ct.11ro111 t111•1't111 h1•1·h.1u 1•111111 eti¡wctro-

fotómetro Beckn1<tn 1nodl'Lu DLJ ~ 111• llt1.1 ru11 cl'Ldlll.lt:I ch~ cua1·zo 
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de un ccntímet1·n. Para las lt•ctu1·as en la región ultraviole­

ta Bt• usfl una lán1pa1·a de hidrflgPno y en el visible, una lám­

para con filanH'nto dl• tun¡i.all•no. 

Las t·l·Hi11;ia l'Hlucli<í.clas fueron: 

l.- De la Na leo Ch1·mic;d Cu. 

a)- Nalcite SAH..- F111·rt1·1111·nt1· h;Íf:1ica 1 aniÓnica, hecha de 

cstircno y d1v1nilbt•11c1•1H>, cont1•11i1•11do ~n1po:; dl! arnonio 

cuaternario. Se ilcliva y rq~t·n1•ra l'lll\ hidt't>xiclu de sodio al 

b)- Nalcite SBR.- Fut·1·t1•111l'lllP liiÍt1iva, .111i.'111i1'il, lll~cha de -

es ti reno y di vi ni 1 b l' ne 1•11 o , u > 11 t 1•111 l' t ll \ 1J 14 n 1 pu B d l' ; 1111o11 I u - -

cuaternario. Se ;1cl1va y 1·1·141•111·1·;¡ 1·1>11 l11d1·1'1xid1> d1• t11>diu al 

i oº fo. 

c)- Nalcitc SBR-P,"' M11y p11r1111.1, lu1•rlt11lll'lll1• IJ,ÍHll'1l1 n11l(1-

nica, hecha cl1· l':iti1·1•111> y d1v1111lli1'1H'l'IH>, 1·1>1tl•itll!!IH\ll ¡J.l'lll.llllf 

de arnonio c11atl'r11o1r11>, ~ •. ít1'llVil y t'•'Ml'll1•l'1t 1·1111 lt1d1·liKld11 

de l'JOdio al 10°/0 • 

d)- Nalcit1• l!Cll. - 1"1tt'l'\01111•11t1• íÍ1·tdil, 1·ilt11»1111·,1, h111 lt,1 d11 1111 

copoli'n1Pt'Ll i;11lf1111<1d1> dt• 1•t1lll'1'1H> y cl1v1111l111•111·1•11¡1, .'11• .1d1v.1 
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y regenera con ácido clorhídrico al sº/r1 

e)- Nalcite HCR-W. - CatiÓnica, hecha de estireno y divi -

nilbenceno conteniendo grupos de ácidos sulfónico. Se acti-

va y regenera c ácido clorhídrico al 5º/o. 

11.- De la Casa :i~. Merck A.G. 

a). - Cambiador de IÓnes I. - Fuertemente ácida, catiÓnica, 

hecha de un derivado de poliestireno, con grupos de ácido 

sulfónico núcleo-substituidos. Se activa y regenera con ácido 

clorhídrico al 5° /o. 

b). - Cambiador de IÓnes IV. - Débilmente ácida, catiÓnica, -

hecha de un derivado poliacrÍlico. Se activa y regenera con 

ácido clo rhíd rico al 3 ° lc,. 

III. - De la Dow Chemica'. lnteramerican Limited. 

a). - Dowex 1 X 8, - AniÓnica, hecha de estireno, con grupos 

de amonio cuaternario. Se activa y regenera con hidróxido 

de sodio al loº/º. 

b), - Dowcx 50 X 8. - Catiónica, hecha de estireno, con gru­

po!:! de <Ícido imlfónico. Se activa y regenera con ácido clor­

hídrico al 5° fo. 
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Todas estas resinas se activaron durante 12 

hora 8 en suspensión con una solución del regenerante respec­

tivo. Sl~ 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 en contra ron en el mercado y solo -

se podían adquirir por importación, tardando 3 meses en -

llegar aquí, además de ser bastante caras ya que una libra 

de resina IRA-400 Ó IR-120 cuesta alrededor de 12. 50 dóla­

res ( 156. 25 pesoa). -

Se usó como columna una bu reta de l O ml. -

y se empacó de la siguiente forma: En la pa rtc infc rior se -

puso un tapón de algodón con objeto de rl'tener la resina. Se 

llena de agua y se vierte la resina l~ll 1H1Hpl't1H1l'111 cun agua -

por la parte superior hasta llegar a l;1 ;dtu1·.1 d1•H1•i1d;1, En­

cima de la resina se pone otro tapón di· ;dg111k111 p•1 ra tnante­

nerla fija durante la adición de las ;_\lÍcuutau. S1· l;1v.1 ;1bundan­

temente con agua destilada dejando ~~!:Ita alw> m.í1:1 arriba ---

( 0.5 cm.) del agodón superior, quedando <u:1Í li1:1ta lil t·olum-

na para su uso. 
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El método que encontré más adecuado a mis 

propósitos es el siguiente: 

En un matraz aforado de 25 ml., se pone la 

.mezcla de las vitaminas B 
l 

B y B y se lleva por --
6 lZ.b 

diluciones adecuadas una concentración aproximada de 50 ga-

mmas de vitamina B por ml. 
ll b 

Por otra parte se pesa exactamente un patrón 

de vitamina B cristalina ( equivalente a 10 mg .) y se lle-
1z.b 

van a un matraz volumétrico de 200 ml. aforando con agua, -

teniendo así una concentración de 50 gammas por ml. 

A estas 2 soluciones ( problema y patrón) se 

les agrega cianuro de potasio sólido ( l mg. por ml. de so-

Lución) y se deja reposar durante 5 horas en una campa-

na, a temperatura ambiente. 

En una bu reta de l Oml. se prepara una colum-

na con una cama de 15 cm. de altura, con la resina Dowex-

50 X 1 O, activada tal y como se explicó anteriormente. 

Se miden 5 ml. de la solución problema y se 

pasan a través de la columna, dcshechándose el primer eluído 

incoloro. Se recibe ei cluí<lo conteniendo la vitamina B en -
l z. 
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forma de complejo dicianurado en un matraz volumétrico 

de 2.5 ml. al que previamente se le ha adicionado 2 ml. -

de solución 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 solución patrón en otra columna de 

las mismas características. 

En un espectrofotómetro se miden las den­

sidades ópticas a 361 m ~ usando la solución amortigua-

dora pH 5. 4 como blanco. 

~Em º/, {iE:P x 100 = 0 de vitamina B
12 

donde ~ Em es la densidad óptica del problema y --

Ó Ep es la densidad Óptica del patrón. 
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CAPITULO IV 

La siguiente tabla se hizo con muestras cuya 

fórmula es la siguiente. Unicamente se hizo variar la can-

tidad de vitamina B 
12. b 

Cada ml. contiene: 

clorhidrato de tiamina 100 mg. 

clorhidrato de pi ridoxina 50 mg. 

hidroxicobalamina ó vita 

mina B 
12. b 

Para encontrar la desviación relativa y el 

error relativo se usaron las siguientes ecuaciones. 

Desviación Promedio·. 
Desviación Relativa = ------------ X 100 

Valor Promedio . 

Valor Encontrado. 
Error Relativo = X 100 

Valor Promedio . 

. ···' 
I 

1 



n la 

en la 

on -

a B , 
lZ 

hidrÓxi-

n una 

:nen te 

:-:esa-

·or fa-

na de 

tn., 



TABLA l. 

Muestra Cantidad de Valores Valor Desviació 

Vitamina B 1z b Encontrados. Promedio. Desviación Promedio 

( gammas por ml .) 

l 20 0.0595 0.000 

2 20 0.0590 0.0005 

3 20 0.0600 0.0595 0.0005 0.00033 

4 40 o .1300 o. 000 g 
5 40 o. 1350 0.0014 

6 40 o. 1360 o. 1336 o. 002.4 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 



36.-
TABLA l. 

e Valores Valor Desviación Desviación Error 

lZ.b 
Encontrados. Promedio. Desviación Promedio Relativa - Relati-

por ml.) (º~ vo (º~ 

0.0595 0.000 l. 00 

0.0590 0.0005 0.99 
0.0600 0.0595 0.0005 0.00033 0.0196 1.00 

b?. o .1300 o. 000 9 0.97 -

o .1350 0.0014 'l. 01 

o' 1360 0.1336 o. 0024 0.00146 0.01 1. OJ. 

0.2075 0.0010 l. 00 

0.2030 0.0035 0.98 

0.2090 0.2065 0.0025 0.00233 0.01 l. 01 

0.2630 0.0090 0.96 

0.2720 0.0000 1.00 

0.2820 0.2720 0.0090 0.0060 0.02 l. 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 l. 01 
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DISCUSION DEL METODO. 

l. - La concentración de la alícuota no influye en la 

r.-cupcrar:ión de l;i. vitamrna R ya que como se verá en la 
12.b 

tabla i. p;;t1· m(·todo sigue la Ley de Lambert-Beer. 

l. - 51.: le <igrcga cianuro de potasio en exceso con -

objeto el" f· 1 rnvi.r d ( ornpl<~jo d1cia.nurado de la vitamina B , 
12. 

el cual t•s d(~se;ible por dos motivos: 

a.- Convierte todat:1 las variantes de la vitamina B ( h1dróxi-
1z 

cob:üam1na., acuocoba b.nuna, ni trocobalam ina, etc.) en una 

sola substancia. 

b. - Encontré que el complejo dicianurado pasa Íntegramente 

por la columna.. 

3.- El tiPn1po dv reacc1on de~ cinco horas es necesa-

riu para la l'Onvers1Ón de todas las pst!udocob.:i.larnina:;;. 

4. -Se usó una bu reta de 1 O ml. debido a la mayor fa-

cilidad 1~n su mLJ.nl'ju y l1mpiPz..1, nu siendo 1a·1.:l'Hario una de 

mayor ta maño. 

5. - La altura de 15 cm. dt~ cam;i es la que rt~portó 

mejores resultados, ya que una cama d(• 1 O cm. (, 1 ¿ • 111., 
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permite d paso de la pi ridoxina y la tiamina no siendo éstas 

totalmente retenidas y mie11tras menor es la altura de la --

cama mayor cantid.:.i.d dt~ vitamina B ~ 

1 

B , pasa a través 
6 

de l..i { <1lurnn.l.. Estas µruebaa se hicieron con sal de Reinecke 

y ácido fosfomolíbdico respectiv.:.i.mente. La tiamina, en me-

dio clorhídrico, d.:.i. un precipitado de color rosd. con la sal-

de Re;necke y la piridoxina, ron el á.cido fosfomolíbdico, -

da 1tn prenpitado de color crema. 

6.- La resina usa.da Dowex 50 X 10 íué la Única que 

sirvió a mis propósitos, ya que todas las demás no dieron 

los resultados apetecidos. 

Todas las resinas aniónicas sin excepción no retienen la 

vitamina B ni la B , siendo estas resinas Nalcite SAR, -
1 6 

SBR, SBR- P, Dowex 1 X 8. Hice pruebas a diferentes altu-

ras de c.:.i.ma, en buretas de 10 ml., 25 ml. y 50 ml. sin re-

aullados. L<1s resinas catiónicas Nacite HCR, HCR-W, ca.m-

biador dt) iones 1 y IV, y Dowex 50 X 8 rcsultd. ron satisíac-

toria1:1 en cuanto al problcrna de retención de las vitaminas 

U ¡w1·0 con el inconvcnicntt1 clt! acls<.H'bcr tan1biún la 
6 
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vitamina B en más de un 30°/.
0 

i;iendo por tanto in-
1zb 

conveniente su empleo. La resina Dowex 50 X 10 íué la Úni-

ca que trabajó más sa ti síacto ria mente aunque reteniendo --

aproximadamente el l0º/0 dc esta vitamina. Agregando cia-

nuro a la vitamina B encontré que se recuperaba en 100°/
0 ll b 

Ó sea que el complejo diciam.rado pasa Íntegramente a través 

de la columna. 

7. - Se añaden 2 ml. de amortiguador a pH 5 .4 con el 

objeto de convertir el complejo dicianurado en cianocobala-

mina por desplazamiento del segundo grupo cianhídrico. 

8. - Las densidades Ópticas se miden a 361 m ~ ya 

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

rno en el espectro. 
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CAPITULO V. 

CONCLUSIONES. 

l.- El método propuesto y modificado es un método rápido, 

ya que todas Las manipulaciones necesarias toman un tiempo 

aproximado de dos horas. Tomando en cuenta las cinco horas 

necesarias para la reacción hace un total de siete horas más 

Ó menos, en contraposición con el método microbiológico --

para determinar vitamina B el cual dura 2·4 horas o más. 
lZ 

2. - Es un método reproducible y exacto según se puede obser-

var por los resultados de la tabla l concernientes al error 

relativo y desviación relativa. 

3 .- Es un método de fácil manejo puesto que no entraña nin-

guna manipulación engorrosa ó difícil de efectuar. 

4. - El error máximo de este método es del orden del l 0 lo-
de acuerdo con los resultados obtenidos. 

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

usados son bastante baratos excepto quizá la resina. 
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