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OBJETIVO

5n la actuslidad existe upa gran producciln de pra
parados polivitaainicos, en donde uno de los componep -
tes que loa constituyen es la vitemina B-12 en sus dify
sentes formas (cianocobalamina, hidroxocobalamina y acug
cobalamina)s la cual se encusntra en minimas concentra.
clones; por consigulente, el objetivo que se persigue -
an la elaboracifn de esta teais, e» encontrar el mitodo
1d6neo que nom indique en foraa especifica cufl es el =
contenidc de eata vitamina en un preparado pouvitulq;
€0,

En muchos laboratorios, este tipo de valoracionsa=
es un problesa que afn no ha sido resuelto, por lo que-
o0 el presente trabajo, trataremos de determinar cufl -
sbtodo en o) afs adecuado. Los mbtodoa a elecciSn soni=
Mbtodo Quimtco, Método Microbiolfgico de Difusifn en -
Agar conocido tambidn como Mtodo Cilfndro-Placa, y Méta
do Microbiollgico por Turbdidimetria; en donde deapuls -
de saber los resultados de las diferentes detersinacia-
ues, se podrk establecer una comparacifn entrs ellos, y
anf aaber cull es ol abtodo sfa preciso, exacto, sconf-
wico y thcil de ciaboru-; ¥ que por 1o comuuum los
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diferentes Laboratorios de Control Analitico lo puodan-
aplicar, ’



INTRODUCCION

la bistoria’ de la vitamina B=12 (cianocobaleming)=
- estd 1llema ﬁo Anvestigaciones muy diversas, realizadas-
en los campos de. las enfermedades humanas por carencia-
de esta vitamina, la nutriciln anisal y la microbiologla,
pero estas investigaciones convergieron finalmente en =
1a identificacién de la vitamina esencial para el meta-
bolismo celular, la historia comiensa con la descripcifn
de Addison, en 1849 y 1855, de lo que sus contemporf =
aeos reconocian como anenia perniciosa y que 81 sefialf-
de modo correcto como "algln trastorno de los $rganos =
de la digestiln y de la asimilacifn",

E1 desoubriasento (1926) de la accibn terapeftice-
del higado en 1a snemia perniciosa, que le valil a Minot
el premio Nobel, fub seguido por ls demostraciln de Cag
tle (1927) de que el jugo ghetrico humano normsl coatg=
nfa un "factor intrinseco" que, combinado con un "factor
extringeco” contenido en las proteSnas animales, promus

. ve 1a absorcila del "primcipio antisnemis perniciosa.
‘Al aislarse la vitamina Be12, veinte afios después, Berk
vy colaboradores (1948) demostraron que esta vitamina era
a la ves "factor extrinseco" y “principo antianesia pep
niciosa"s )



Se oncontrG'qua los extractos de higado mfs purify
cados usados por Wills consistian en una solucibn pura-
de vitanina B-12 y que el "factor de Wills" era el fcido
£81ico, obtenido de higado en proceso de purificacifn.
Sin embargo, este conocimiento se adquirif s8lo de mang
ra gradual despufs de la purificaciSn del fcido pteroil
glutfuico en 1943 por Stokstad, su cristalisacifn en el

“extracto hepltico por Pfiffner y colaboradores (1943),-
su eintesis por Angier y colaboradores en 1945, quienes
tambifn determinarcn su estructura (1946), y el aisls -
miento en 1948 de 1a vitamina Be12 cristaliza a partire
de los concentrados hepfticos por Rickes y colaboradores
on el grupo de Folkers en Estados Unidos de Norteanfri-
cas ¥ Casi simultfneamente por Smith y Parker en Inglge
terra. los investigadores morteamericanos encontraron -
una gran ayuda en una prusba sicrobiolfgica basada en -
ol descubrimiento de Shord de que el Lactobacillus lag-
_tis necesitaba un factor de crecimiento (factor LLD), =
que nfs tarde se demostr que era la vitamina B=12 =el
factor protefco necesario para el crecimieato y funciong
mnto‘ adecuado de los animales alimentados con una dig
ta totalsente vegetal- que existia en los extractos hg-
plticos en cantidades cuya potencia era semejants en -
ol tratamiento de la anemia pmu.eibu. Basfndose®en 1a



eficioncia de la administraciSn de higado fresco por -
via oral en el tratamiento de la anemia perniciosa, se-
hicleron trabajos para aislar el factor o principio ag-
tianbaico respousable de dicha accibn, resultande aor -
la vitamina B=12 o clanccodalamina, del grupo de las cg
balaninas,

E1 hecho de que el yrincipio antiandmico presente-
en ol higado es un factor de crecimiento de bacterias =
del glnero Lactobacillus y que ambas actividades son sp
mojantes, di8 lugar a un método de valoraciSn biolSgica
sencillo y prictico, que permitif llegar al aislamiento
de un gompuesto cristalino denominado vitamina B-12, a
partir de extractos de higado, substancia que se revel$
como la nfis activa contra la aneaia perniciosa. El cope
tenido en ol higado de dicha vitamina B=12, que forms -
parte del complejo B de vitaminas hidrosolubles , es muy
oacas0 ¥ actualasnte aquella se extrae especialmente de
cultivos de Streptomyces griseus, el mismo microorganig
mo productor de la estreptomicina, constituyendo el pra
ducto comercial de vitamina B=12 un restduo de la fadri
. cacifn de aquel antibibtico,

Ahora bzon‘. 8 sabe que la vitamina B-12 correspop
~de a una serie de substancias denoninadas codalaninas,-
.que poseen cobalto en su molfcula aproximsdemente en prg




porcibn de 4%. A su ves, las cobalaminas deriven de una
substancia fundamental, la cobamida, que consta de un -
nlicleo central denominado corrina ¢on 4 anillos pirr8l)
cos con cadenas laterales amidicas y que contiene el cg
balto trivalente; el mismo estf unido a través de una ca
dena de aminopropanol y fosfato a la D-ribosa. Para for
mar la vitamina B=12, la cobamida se une al dimetilbep~
sinidasol dando lugar a las cobalsninas. la vitamina -
B=12 o propiamente dicho, la cianocobalemina {Cytemen)-
poses un grupo cianuro unido al cobalto, mientras que -
1a vitamina Be12a -semisint8tica~ es la hidroxocobalami
na (Neo=Cytamsn), que & diferencias de la anterior, fsta
posee un grupo hidroxilo en vez de cianuroj; ambas posesn
la misma actividad hematopoybtica. '

la nolfcula’de la vitamina B-12 ae asemeja en ciep
to modo a la de la hemoglobina ~estructura de porfirina-,
pero en ves de poseer hiorx_'o tiene cobalto en el interior
de la misma; com0 puede observarse dicho metal estf uni
do por 4 enlaces covalentes coordinados a tres nitrigg-
nos pirrSlicos y al dimetilvensimidazol y por dos enla-
ces con un nitrSgeno pirr8lico y al grupo cianuro o hi-
droxilo, quedando una carga positiva i8nica meutralizy-
da por la c‘rgu negativa del oxigeno del grupo fosfato.
Las vitaninas B-12 son tcmltub:_l.u. sobre todo la cig-
nocobalaning, y resisten las temperaturas Mbtiuln del

autoclave,



?

La c¢isnocobalaming y la hidroxocobalamina son subg

tancias puras cristalinas, por lo que no existe .unmd-
internacional, aunque se cuenta con un preparado patrén
internacional; el resultado de la valoraciln se indica-
on microgramos,

Las citadas -ubltmcm‘u valoran actualaente por

abtodos fisicoquimicos y microbiolSgicos.
1) EL METODO FISICOQUIMICO se basa en la mediciln ds la

2)

absorbancia en la zona visible en un espectrofotfma~
tro adecuado. La vitamina B-12 es intensamente roja-
¥ presenta nfiximos a una longitud de onda de 361 na;
es un aftodo muy exacto para la droga pura y es el =
oficial para la F.N.d.y UsS.P.y PheI, y PhF,

EL METODO MICROBIOLOGICO, tambifn oficial para la =
U.S.P.y 8¢ basa en el crecimiento que provoca la vi=
tamina B-12 del Lactobacillus leichmannii, que s B3
de por turbidimetria oo comparacifn con el crecimiep
to que presenta un preparado nthw internacional=-
de cianocobalamina, expresfndose el resultado en mi-
crogramos de la misma. Este procedimiento puede ser-
enpleado oi preparados impuros de vitnm B=12 0 de

_mesclas de vitamina B-12 con otras =preparados multi

viteninicos-,



GENERALIDADES

1.~ FORMULA ESTRUCTURAL ¥ ORIGEN DE LA VITAMINA B-12,

La thuh‘utructuru.. aclarada por Hodgkin y cola
boradores, trabajo por el cual se concedi$ a Dorothy M.
Hodgkin el premic Nobel de quimica en 1964, se muestra=
on la siguiente figura: k

Las dos partes principales de la molécula son el -
srupo plaar (nficieo de corrina), y un uguclebtido” que



se encuentra en un plano casi en Angulo recto con el nff
cleo corrfnico y enlazado con 81 lodhnto ol D=l=paino=
2-propancl, que estf esterificado en el "nucleStido" y-
unido por enlace amfdico con el nficleo de corrina. El -
“nucleStido" estf constituido por el 5,6-dimetil-bencimi
dazol bisico unido a ia riboss por un enlace alfa-glucg
sidico, distinto del enlace beta de los cidos nuclei -
cos. Un segundo puente entre las dos partes principales
de la molécula es el enlace cbordmdo del ftomo de cg=
balto con uno de los Stomos del nitrlgeno del bencimida
gol. E1 grupo snifnico en ol enlace coordinado con el -
&tomo de cobalto es el cimnuro. (El clanuro existia en-
1a vitamina B-12 aislado originalmente porque provenla-
‘de 1as columnas de carbln activo usadas en el aislamieg
to y reenplasaba al grupo anifnico 5'~desoxiadenosilo =
que existe normalmente en ol higado, del que se aislf =
la vitanins.). Este mpo’cimuro pusde ser reemplazado
sin pbrdida de actividad blolSgica por otros substituyen
tes diversos:.Un grupo hidroxilo dando hidroxocobalami=
na; ¥y una substituciln con 5'~desoxiadenosilo formando-
_coensima B=12 (0 cobamida) que se eacuentra en las ks
altas concentraciones de las 3 cobamidas.

En ol orgenisso; las vitaminas B-12 -clanocobalamd
na ¢ hidroxocobalamina= se transforman en 5'=desoxladeng
silcobalaning denominada cosnsima B=12 =unifn de la desg
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xiadenosina con el cobalto=, y en metilcobalamina, tag~
bidn una coensima B=12; estas dos coenzimas se encueg =
tran en la sangre y en el higado.

La fuente Gltima de la vitamina B-12 es la sintg -
sis por los microorganissos y aflo se encuentra en los-
alimentos de origen animal. El higado, los rifiones y las
ostras tienen el contenido mfs alto; e) mfaculo, el peg
cado ¥ algunos quesos contienen cantidades moderadas. Mo
o'xuto en los productos vegetales excepto cuando contig
nen bacterias simbiSticas (como en el caso de las legy~
minosas). la vitamina B=12 de las fuentes alimentariase
estf usualmente unida a las protefnas y plptidos que son
removidos antes de la recoubinacidu de la vitamina B-12
con ¢l factor intrinseco en el intestino antes de la ah
sorcidn. La vitamina B-12, que existe comercialmente se
prepara por fermentacifn usando Streptoayces griseus,

la chnocobnmaa’crunna en nfdulos o prissas
de color rojo obscuro; el color se dedbe al complejo cg-
balto porfirfnico, E1 cobalto enlasado es afs covalente
que 18nico. lLa cianocobalamina absorbe agua; el produg=
to oficial de la U,S.P., contiene de 10 a 125 de humedad
absorbida. Su actividad es destruida por los metales ps
sados y. 1os agentes oxidantes 0 reductores poderosos, =
pero no es afectada por la accifn de la esterilisacién-
o autoclave en perfodo corto a 121°C. Es soluble 1:80
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on agia y o» estable en solucidn, Las soluciones acuge
sas son seutras, Su eatabilidad mfxima estf en pH de -
45 a 5

La coensima B-IZ‘duiou de la cianocobalamina en=
" que, en ve: del grupo anifnico CN unido al cobalto, el
que se encuentra ligando es la S'~-desoxiadenosina (sin-
el OH del carbono 5 de la ribosa). las cosnzinas de la-
vitanina B-12 son suy inestables a la lus, la coensima,
B=12, en contacto con el ox{geno y expuesta a la lus, -
experimenta fotolisis con foraaciSn de acuocobalamina,
El cianuro de potasio convierte la coenzizma B-12 en cia
nocobalamina, '



I1.- TERMINOLOGIA DE LA VITAMINA B-12

Los nolbrn’ponitidol (semisistenfticos) son mg -
nos incémodos y se emplean afis que los nonbres sistemf-
ticos aprobados para emplearse en el campo de la vitamj
na Be12 por la ComisiSn de Nomenclatura Bioquimica, de-
la International Union of Pure and Applied Chemistry -
(IUPAC).

La nonenclatura del campo de la vitamina B=12 se =
indica en la sigulente figura:

. |
]

Omitiendo e} lio, 20, se ha hecho que el sistema
de numeracifn del nlicleo corrinico corresponda-
con el nficleo porfinico. E1 nficleo corrinico ea
th situado en el plano de la hoja. For encima =
de este p esta el grupo R; el resto de la -
molbcula esth por debajo.
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El nombre sistemfitico de la vitamina B=12 es ciany
ro de alfa=(5,6=-dimetilbencimidazolil)cobamida. El tiz=-
aino peraitido cobalmha se usa para designar la molf-
cula de vitaning B=12 menos el grupo cianuro, y es prg-
fijado por el nombre del grupo anifnico R unido al cobal
to. .

La coengima B=12 o6 solanente una de las coenzimas
de la vitemina B-12. los términos coenzima Be12 ¥ coeg~
zima do la vitamina B=12 no son intercambiables, pues =
ol primero se refiere exclusivamente a 1la 5'~desoxiadeng
silcobalamina (coenzima DBC) y el segundo se aplica a =
cualquiera de las formas coenrinfiticas.

Hay una familia entera de cobalgminas naturales y-
senisintétican, segln ol grupo que reemplace al Cl, La
vitamina Be12b es acuocobalamina, pues la smolcula CN =
ba sido substituida por agua; la vitemina B-12a (hidrg-
xocobalamina) o8 la forma anhidra de la vitamina B-12b,
Anbas ss convierten en v:l.tnﬁn B=12 por tratamiento con
clanuro. Ot;n cobaleminas son la diciunocobalutu.' la
tiocianatocobalanina, la clorocobalamisa, ¥ la sulfitocg

_balamina,
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I11,= ACCION FARMACOLOGICA DE LA VITAMINA Bel2,

La vttuiu‘n-lz poses una acciSn marcadamente bg-
ubfica, en las anemias macrociticas o megaloblfstices -
debidas a deficliencia de vitamina B~12, en especial en~
la anemia perniciosa, y no actuando en otra clase de ang
aias,

La intensidad de los efectos hembticos depende de=
la dosies de vitasing B-12 utilisada y tasbiln de la gra
védad de la anemia; con dosis Sptimas, la altura del pi
co reticulocitario y la velocidad de aumento de eritrg=
citos son invorsamonte proporcionales al nfmero inicial
de los mismos, siendo tanto mayores cuando uls grave es
la aneaia.

FACTOR EXTRINSECO Y FACTOR INTRINSECO. Se demostrd que-
al adainistrar por medio de sonda ghstrica, el contenido
ehstrico de una persona normal que habfa ingerido carne,
a un paciente afectado de anemia perniciosa, era capas-
de actuar sobre la eritropoyessis en forma similar a la-
susinigtraciln de higado; como lo mismo sucedfa cuando-
el alimento era incubado in vitro con jugo ghstrico humg
no, se postuld entonces la existencia de un factor ex -
trinseco en 1os alimentos y un factor intrinseco del Ju
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go ghstrico, que unidos originan el principio antianfnmi
co activo, El factor extiinseco existe especialmente, -
como 1o demuestran los experimentos de incubaciln, en =
la carne (mfisculo), visceras, huevo, y se ha visto que-
ea idfntico a la vitamina B~12, E1 factor intrinseco exig
te en ¢l jugo gletrico norzal y no en 1os enfernos con=
anenia pernicosa; los experimentos de incubaciln tag -
bibn demuestran que no es fcido clorhfdrico ni ninguna-
de las enzimas ghatricas conocidas, ¥ que se forms eapa
cialmente en las zonas ffindica y cardfaca de la mucosa=
shstrica. Su naturaleza quimica no ha 8ido exactamente-
deterninada, pero se sabe que se trata.de una glucoprge=
telna, de peso molecular de alrededor de 70 000. El fag
tor intrinssco actfia facilitando la absorciSn de la vita
nina B=12 en ol tracto gastrointestinal, forsmando un cop
plejo quimico con ellas

MODO DE ACCION, La vitamina B-12 (cobalamina) actfa en-
las anemiss macrocfticas aportando el principio sntianf
mico o hematinico necesario para mvhomtopoynu nope
mal. Tal como sucede para ¢l caso del hierro, la vitani
na B=12 no es un estimulante de la eritropoyeais, como=
1o demuestra el hecho de no actuar en otra clase de ang
‘oiac, como las microciticas y las normociticas; 'por ol-
contrario, se ha comprobado que en la anenia perniciosa,
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la nfdula 8sea hiperplfsica, por accifn de la vitanina-
B=12, vuelve a su estado norsal. En este caso favorsce-
la maduraciln de las células primitivas de la mfdula «
Ssea y lu hace seguir la serie normal, normoblfatica,-
de dicho desarrollo; tambiln constituye un factor necg-
sario para un trofismo conveniente del sistema nervioso
y cflulas epiteliales.



IVe~ MECANISMO DE ACCION DE LA VITAMINA Bet2,

En las anenias negaloblfsticas, existe un trastorno
del metabolismo del fcido desoxirribonucleico, necesaris
para una correcta hematopoyesis «y crecimiento de las =
cblulas epiteliales=; ahora blen, dicho defecto en la =
sintesis de este fcido existe tanto en las snemiss pro-
ducidas por deficiencia de vitamina B-=12 como en las dg
bidas a la deficiencia de Rcido f8lice y por otra parte,
este fltimo es capar de convertir una mfdula Ssea megalg
Vbllpt:lcq'.won normobl&atica, en los casos de anemia per-
‘niciosa y otras snemias megalobllsticas, pero no es cg-
pas de mejorar las lesiones neurolfgicas de la primera,
pudiendo por el contrario agravarlas, Existe por lo tag
to, una interrelacifn entre vitamina B=12 y folato en =
sus acciones sobre la mfdula 8sea.

De acuerdo con Herbert, la vitamina B-12 2o actfa-
directamente sobre la nfdula Ssea sino a travls del &ci
do £811co, en el sentido de que una deficiencim de la =
. primera lleva a un trastorno del metabolismo del segundo,
que es la causa de la anemia megaloblfistica.

"Para entender bien las relaciones entre vitamina -
B=12 'y el tohto. o8 necesario citar los procesos meta-
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bSlicos en que la vitazina B-12 interviene, por intersg
dio de sus coensimas. Dos son 108 procesos, uno correg~
pondiente al mstabolismo proteico =aminoficidos= y el ag
guado al metabolismo 1fpido -Kcidos grasos-. '

El primero se refiere a la transforsaciln de la hg
mocisteina en metionina producida por la ensima ﬁtu -
transferssa siendo la cponzh& correspondiente la meti}]
cobalamina; en esta reacciSn, esta fltima cede un grupo
metilo, pero el miamo procede del metiltetrahidrofolato.
Ahora bien, como la metionina existe en los alimentos y
cualquier dieta la contiene en cantidades adecuadas, ea
ta reacciSn no tiene como finalidad principal sintetizar
dicho m;noleido sino regenerar continuamente sl tetra-~
hidrofolato, substancia indispensable para la alntesis~
de las purinas y pirimidinas, partes esenciales del fci
do desoxirribonucleico.

_ E1 segundo proceso metabBlico on que interviens la
vitaaine B-12 s la transformaciSn (isomerizaciSn) de -
la metilmalonilcoenzima A en succinilcoenzima A producd
do por la ensima notilnlon:l.lcoinzm'l-lutm. con i~
tervenciln de la coenzinma de la vitamina B-12 o desoxia
.denosilcobalamina; en esta reacciSn no interviens ningfa
derivado del fcido f81ico. La importancia de esta reag~
¢i8n reside en que normalmente, la metilmalonilcoenzima A
procede de la propionilcoenzima A que es el metabolito~
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principel de 1a degradacién de los #cidos grasos con nff
‘uro impar de carbonos =1os que tienen nfmero par dan 1y
¢ar a la acotilcosnzima A-; la fornacifn de la succinil
cooﬁsi.u A con intervenciln de|la vitasina B=)2 hace pa
sible la netabolizacibn de los [citados fcidos grasos a=-
travls del ciclo tricarboxilicg de Krevs, ya sea a su =
oxidmciSn final o bien en la sintesis de Rcidos grasos.
la deficiencia de la vit Be12, al no usarse el
grupo metilo del metiltetrahidrodolato, impide la formg
¢18n del tetrahidrofolato a partir del primero que se =
acuzula en el organismo ~ya que|la reacciSn que transfor
ma 61 metilenotetrahidrofolato en metiltetrahidrofolato
(1] u'nvorliblo ¥ eate ltino sd aigue formando~ y queda
"atrapado". Al haber deficiencia de tetrahidrofolato en
eatos casos de deficiencia de vitamina B-12 -al igual que
on la carencia prizmitiva do folato~, no &s forman los dg
rivados del feido f81ico indiepensables para la sntesis
de las purinas y pirinidinas, y por lo tanto del fcido-
desoxirrivonucleico, necesario a una correcta eritrg
poyesis y desarrollo de las células epiteliales. Esta =
_ bipiteais se basa en que:
a) E1 metilfolato se acumula en
dos cm@ existe deficiencia

sangre y en los teji
e vitanmina Be12,
b) E1 metilfolato es incapaz de méjorar 1l sintesis del
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fcido desoxirrivonucleico en la ndula $sea humana -
on los casos de deficiencia de vitaaina B-12, y en =
camblo s 1o hace el fcido #81ico.

¢) S1 ee inyecta metiltetrabidrofolato radiactive en pg
clentes con deficiencia de vitamina B-12, doupu-obo )
muy lentamente, lo que se corrige por la .d-uuer.;
¢i8n de vitanina B-12,
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Ve~ ABSORCION, DESTINO Y EXCRECION DE LA VITAMINA B=12,

a) ABSORCION,

La chnocobnhliu'y la hidroxqcpbnuuu se abaop
ben ficilmente cuando @e administran por via intramuscy
lar y subcutfines, y cuando se suministrap en eata forsa
o0 personas norsales o afectadas de anemia perniciosa,-
1a concentraciln sangulnea se eleva llegando al mfximoe
en 4 a 5 horas y declinando en el transcurso de 72 hg =~
ras, Con la hidroxocobalanina se obtienen niveles saj =
guineos sucho afs altos y sostenidos gue con la clanocg
balanina, 10 que se debe a una absorciln sfs lenta que-
la primera de esss substancias, lo cusl obedece a una -
combinaciln nfs estable de la misma con lss protefngs =
del.organisma, ‘

Cuando se administra por via oral, la absorcifn de
la cianocobalamina e hidroxocobalamina se produce sola=
mente en los individuos normales; Yya que para que ella=
ocurra en el (ntutino. o8 necesaria la presencia del -
factor intruseco ghtriqo qQue, al combinarse con la vi
tanina B-12 permite su absorciln, que se realiza princi
palaente a nivel de fleon y en pequefio grado en ¢l yeyn
no y el colon.
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Dicha avsorciln intestinal se realiza en varia etapas:

.a) CombinaciSn entre la cobalamina y el factor intrinsg
co (glucoproteina) formando un complejo.

b) UniSn de dicho complejo a um "receptor” de la membry
na celular del epitelio intestinal,

¢) Desdoblamiento del complejo y liberacifn de la vita~
ming B=12 con entrada de la misma en 1a cblula optt‘A
1ial ilial.

d) Pasaje de la vitamina B~12 a la sangre.
Las cobalaminas ae absorben tambiln por otras mucge-

sas c¢omo la nasal o por via inhalatoria (aerosoles), pa

ro no son vias pricticamente convenientes,

b) DISTRIBUCION Y DESTINO,

Una ves absorbida, la vitamina B=12 pasa al plessa
sanguineo, y su nivel, normaluente se encuentra entre -
20 a 100 nanogramos {ug) por 100 ml, siendo mucho menor
en la anemia perniciosa (deficiencia de vitaniva 1}-12)-
on la que presenta cifras entre ! a 10 nanograsos por =

. 100 ml, se logra elevar llegando a valores normalss en~
ente 1timo caso, cuando se administra dicha vitaming -
on dosis convenientes, En el plasma se encuentra en su=
BAYor parte cdnbtuda con las globulinas, alfa t«globuli
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na o tranacobalamina I y sobre todo con la beta-globulj
na o transcobalaming II,
La transcobalamina II e8 la que sirve npaciglmento
como transportadora de la vitamina B=12 a los tejidos y
desaparece ripidamente de la sangre despubs de la absor
“¢i8n de la misma, mientras que la transcobalamina I cop
tinfa circulando y sirve de depSeito para dich vitani-
na. En ¢l plasza sanguineo se encuentra especialmente -
" la metilcobalamina (cosnzima de la vitazina Be12), on -
menor cantidad de hidroxocobalamina, la desoxiadenosilcg
balamina (coenzima B=12), y en cantidades afin menores la
cianocobalanina, Cuando se administra vitamina B-12 con
los alimentos o por via intramuscular, o por via subcu=
thnea, la cianocobalamina es la que s¢ encuentra en ma=
yores cantidades en la uun'. que la hidroxocobalamina.
Las cobalaninas se almacenan en diversos Srganos -
viscerales, pero espscislmente en el higado, del 60 a un
90%, 1o que explica la actividad de los preparados hepf
ticos en la anemia perniciosa; en el higado, en el epi-
telio intestinal y demfs Srganos, las cobalasinas, tanto
 la cianocobalamina como la hidroxocobalamina se trang =
forman en las coenzimas metilcobalamina y 5'=desoxiadeng
silcobalanina, La vitamina B-12 (cianocobalamina o hidrg
xocobalamina) y coensimas pasan, desde luego, a la médu
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1a 8sea donde se utilizan para regular la eritropoyesis,
La acuaulacifn hepfitica es mayor y mfs prolongada con 1a
hidroxocobalamina que con la cianocobalamina, y en todos
los casos en sl higado existe mobre todo coenzima B-12,
hidroxocobalamina y algo de metilcobalamina.

¢) EXCRECION,

la vitamina B-Ia‘n excrota principalments por ele-
riiSn en forma libre, ocurriendo la mfxima eliminacidn-
dentro de 24 horas, de haber sido administrada la vitg-
mina B=12, #8510 una parte de la dosis recidida es exerp
tada, debido al almacenamiento en el organismo, la frag
ci8n excrotada estf en relaciSn con la dosis administra
da, siendo de un 10 a 25% con 50 pg de clanocobalamina-
suninistrada por via intramuscular y de B8O a 89% con =
1 000 pg, 1a oliminaciln ase efecta en 72 horas; si se-
suninistra esta filtima dosis y por la misma via, hidrg-
xocobalamina, la excrecin urinaria en 72 horas es do -
S4 a 63%. Los experimentos efectuados con los abtodos =
de eliminacifa o excreciSn, demusstran que la vitamina-
B-12 8¢ excreta en la bilis y se vuelve a absorber en =
ol intestino -circulaciSn eterohepftica-~.

El almacenaniento de la vitamina B-12 permite el -
nantenimiento de pacientes de anemia perniciosa con una
inyecciSn aduinistrada cada 4 a 6 meses,
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VIe= INTOXICACION CON VITAMINA B=12,

. la cianocobalanina y la hidroxocobalamina carecen-
de toxicidad y no se ha Qucrito la hipervitaminosis «
B=12 ni reacciones adversas con su uso, Por lo tanto, -
debido a su relativo bajo costo y a la ausencia de efeg
tos t8xicos, es extensaments usada como placebo y comO=
ntfnico". Esta prictica se debe deplorar. La administry
cifn se debe concretar a los casos de deficiencia cog =~
protada y, puesto que la terapfutica de restituciln usual
mente se requiere para todo la vidn, se debe hacer una=
investigaci8n completa del caso, para prescribirla sola
mente cuando sea necesario,



"PARTE EXPERINENTAL

INTRODUCCION

La concentracifn de la vitamina B-)2 contenids en~
un preparade polivitaminico, pusde ser valorada por mg-
dio de diferentes mftodos como 1o son los mbtodos fisi-
coquhicoi ¥ los sicrobiolSgicos.

La valoraci8n de la vitamina B=12 por medio de mf~
todos fisicoquimicos, pressnta mucha dificultad, ya gque
esta vitanina se encuentra en concentraciones muy bajas,
en conpnrﬁci&n con otras vitazinas que la acompafian, pa
ra la forasciSn de un determinado preparado polivitamini
co. Esta valoracién puede llevarse stabo sin dificultad
cuando se obtienen concentraciones adecuadas de vitamina
Be12; la valoracin puede lograrse por medio de extrag-
ciones para concentrar la vitamina B=12, la cual despuls
se purifica y se procede a determinar su absorbancia a-
una deterainada longitud de onda.

Otras forlu'pan valorar la vitamina B-lzllon por
fiuoromstria, quinicazente, por diluciln del ia8topo con
viteming B-12 narcada con cobalto radisctivo (5700. 5800.
0 6oco). por microbiologda (determinando 1a capacidad-



-

para fomontar el crecimiento de diversos gérmenes depop
diontes de la vitanina B-12), por determinacilu de la =
capacidad para promover el crecimiento de ratas o pollos
o, ¢linicamente, adninistrfndola a pacientes que sufren
daficiencia de esta vitamiia. .

El ensayo U,5,P, de la cianccobalamina (vitamina =
B-12) es espectrofoton8trico, Los extractos de higado -
para inyectables, suprimidos de la U.3.P. en 1960, se =
analizan de vitamina B-12 por medio de un mbtodo micrge
biol8gico.

Por lo tanto, de acuerdo con ollobjetivo de esta =
teaia.'fu‘ necesario establecer un plan de trabajo, de-
tal manera que al final se pueds determinar cull de los
ntodos estudiados, es el mks exacto, preciso, ffcil de
elaborar y econfmico, para que pueda ser aplicado con =
algunac variantes en cualquier Laboratorio de Control =
Analftico.
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1.~ METOOS A COMPROBAR

1) METODO QUIMICO.

Este mbtodo se basa en la purificacibn de la vitam)
na B-12, por medio de una resina de intercambio ifnico-
=Amberlita IRP 64=, (la vitamina B=12 ha sido previameg
te oxtralda y llovada a una concentraciln adecuada). Eg
te tipo de resina tiene la propiedad de separsr la vity
sina B=12 de los demfs componentes, fijfndose en la su-
perficie de la resina, la cual se manifiesta con una cg
loracibn x;ojn caracteristico de la vitamina B=12, La vi
tamina B-12, es elufda con un disolvente ideal, y es 1lla
vada a un volumen conocido, en forma cuantitativa, para
despuls deterainar su nfxino de absorcifn a una deternl

" pada longitud de onda, en el upoctrotot&ntro. Tenieg~
do como referencia ol mfximo de absorcifn de la vitamima
B=12 PatrSn de Referencia, a la misna longitud de onda-
en que se deteraina la muestra, se podr§ interpetrar el
resultado obtenido.
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2) METODO MICROBIOLOGICO: METODO “DE PLACA" O DE DIFUSION
EN AGAR,

Este pftodo se basa en la actividad microbiolfgica-
producida por un microorganiswo de prueba -Lscherichia
coli (ATCC 9637)-~, ante la presencia de vitamina B«12 «
contenida en un determinado preparado polivttm!nt_co.
Esta actividad despuls de un periSdo de incuvaciba del-
microorganisac de prusba, en un medic de cultivo deter~
ainado #¢ manifiesta por la apariciln de zonas de creci
niento alrededor de los cilindros metflicos, que contig
‘uon vitaning B=12 de la muestra por valorar en determi-
nada concentracibn, al mismo tiempo, go hace la prusba-
con soluciones esthndar de concentracifn conocida. Les=
zonas de crecimiento se miden y los valores obtenidos - ‘
8o aplican a los diferentes cflculos, para obtener asie
1a concentraciln exacta de vitamina E-12 que contiene -
ol preparado polivitaminico a valorar.

3) METODO MICROBIOLOGICO: POR TURBIDIMETRIA,

Eate mbtodo ae basa en la capacided para fomentar-
la proliferacilin dei microorganismo de prueba =Escherichis
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coll (ATCC 9637)=, dependiente de la vitamina B=12, en~-
un medio de cultivo 1fquido determinado, lo cual 8e mani
fissta por medioc de la turbidez producida despubs de la
incubacin del microorganismo, La turbider producida es
directamente proporcional a la concentracidn de vitamina
D=12 existentes en el tubo, Cada tubo contiene diferep-
tes concentraciones de esthndar Patrfn de Referencia de
vitanina B-12 y de la muestra que contisne vitamina B-12,
ya inoculados e incubados, se medirf la turbidez produy-
cida por el microorganismo, en por ciento de transmitay
cia, a una determinada longitud de onda, y los resultg=
“dos obtenidos Be interpretan mediante grificas y scuacia’
nes, obtenibndose ast el contenido exacto de vitamina =
B=12, que so encuentra presente en el preparado polivita
‘zfnico, a analisar.
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Il.= METODOLOGIA A SEGUIR

V= DETERMINACION DE LA CONFIABILIDAD DE 108 TRES METODOS:
a) METODO QUIMICO,

Para deterainar la confiabilidad del mStodo, se efes
tuaron 10 valoraciones a la vitamina B-12 Patrn de Ree .
ferencia U.5.P., siguiendo el procedimiento que indica~
este nftodo. A los resultados obtenidos se les calculbe
1a Desviaciln Estfindar, para poder determinar, cufl es-
ol cooncion‘to de error que puede existir al aplicarse-
este mbtodo, y conocer el grado de confiadbilidad en ole
anflisis de vitamina B-12 de un determinado preparado =
polivitaninico,

DESVIACION ESTANDAR

3
% (x1) -5 (x=-7
[ - 0.820 006?2
AL B
39:6 0,280 0:078
10050 04680 0462
99:0 - 0:320 04108
99:8 0rhE0 0.
100:0 0. 0.




‘Xs -‘n-#-s-%ﬂn 99.32
X = 99.32
2
LD, 222 . 0,52
U= /5.325 = 0.573
0= 0,573
COEPICIENTE DE ERROR
v 5
ez v/_T-= %:,O.IBI
ez 0,181
LIMITES DE CONFIABILIDAD

vr = % -Lh . en dondo"para t de

/ n y a rados de
unp;;.' 52.262

Vr=!ew‘/i-_gﬂﬂm=hm2=is

7r = X 0,409 = 99,32 ¢ 0,409

y distribucidn
} 1ibertad y a

0.409
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Ve = 99,32 + 0.409 = 99.7%
Ve = 99,32 « 0,409 = 98.9%
14nite de confiabilidad superior = 99.7%

Linite de confiabilidad inferior = 98.9%

b) MFPOD0 MICROBIOKOGICO: METOPO WDE PLACA® O DE DIFUSION
EN AGAR.

Al igual que en ol mbtodo quimico, para doteraminar
la confisbilidad de este ubtodo, se efectuaron 10 valg-
raciones sobrs la vitazina B=-12 Patrfn de Referencia -
U.5.P., siguiendo el procedimisnto que indica eate mltg

“dos A los resultados obtenidos se les calculd la Desviy
cifn Sethndar, para obtener con ello el coeficiente de=
error, y los 1imites do confiabilidad del nmdtodo.



DESVIACION ESTANDAR

- F)
% (xd) (x1 =% xt - %)
TR TR
99.0 0,19 0,036
100.0 1.19 1.416
"0 1419 1.416
0 1.19 1.416
9920 0,19 0.0
J8e5 z &8 0r0%
3. - 2.3 0336

A Y
¥ = 98.8
FE
Zw-N. 12508 05
Us VTR = 1,322

Te 1,322

COEFICIENTE DE ERROR

.iFY:- ='§:ﬁ-:°o“5 )

¢ = 0,418
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LIMITES DE CONFIABILIDAD

. E
Vr = ?!-15- en donde para t de distribucién y
o 'sw a 9 grados de libertad y a un
g;fs% = 2.262.

Vrlx3Wlx3 s XL0.945
Vr e T20.945 = 98.81% 0,945

Vr L 9808‘ + 0-9‘05 = 99!#

Ve = 98481 = 04945 = 97.8%

Limite de confiabilidad superior s 99.7%

Linite de confiadilidad inferior = 97.8%

¢) METODO MICROBIOLOGICO: POR TURBIDIMETRIA,

Igualments que en los dos mtodos anteriores, para
deterainar la confiabilidad de eate sftodo, me efectua=
ron 10 valoraciones sobre la vitamina B-12 Patrén de Rg
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ferencia U.5,P., siguiendo el procedimiento que indica-

- ente abtodo (USP XIX). A lom resultados obtenidos se les
calculd la Desviacifn Eetfndar, para obtener con ello el
coeficiente de error y los limites de confiabilidad del
nbtodo,

DESVIACION ESTANDAR

2
%(X4) (x4 = X) =%
gg'(‘) %.‘;ﬁ '5).617
86.9 - 5222 29.593
97.0 ' 21.715
95 3.16 99
93, 0,66 o.t;gs
89, = Qolthy 5953
89,0 - 5022 11,155
97, lgo 21,715
-~ 90,0 = 234 075
g —zl-n . = 92,34
X = 9234

2
-f-m-,‘;-n- o« A3aLB. 4y 91

Ty 11911 2 3451

U= 3451
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COBFICIEWTE D3 3RRUR

& ‘o=—";£:=-§*a-=l.09l

n

o = 1,091
© LIMITES DB CORFIABILIDAD

vea® L= on donde para ¢ de distrivucibn
n Y para 9 grados de libertad y a
un 97-5% = 2262 o

e = Xt QLR . 3 Ll - ¥ 2.8
Ur = X22,468 = 92,34 22,468

Ur = 92,34 + 2.468 = 94468

Vr = 92434 = 2,468 = 89.6%

Lllit; de confiabilidad superior = 94.8%

14nite de confiabilidad inferior = 89.5%
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24= APLICACION DE CADA UNC DE LOS METODOS, EN DIFERER
TES FORMAS FARMACEUTICAS,

a) METODO QUIMICO:

Este abtodo’ha sido elaborado por P.I. Van Mellen,
on donde trata de evitar el manejo de mucho material cop
plicado, que anteriormente ss utilisaba para la valorg-
cifn de la vitamina B-12, .

£1 nftodo consiste en convertir la hidroxocobalami
na 0 la acuocobalamina, que contenga el preparado poli=
vitaminico, en cianocobalamina con la adiciln de una ag
lucifn al 5 de cianuro de potasio, Yy ajustando el pH a
445, con la adicifn de una solucifn al 10% de fcido cf-
trico. Esto se hace con el fin de obtener oxeluivhmto
clanocobalamina, y no otros compuestos que puedan encop
trarse con ella, los cuales pusden interferir en su va-
loraciln, dfndonos resultados falsos.

Despuls se procede a extraer la cianccobalasina de
los deafs compusstos que la acompafian, mediante la adi-
cifn de una mezcla de p-clorofenol a 50% on tetraclory
ro de carbono, efectufndose 3 extracciones de 10 ml cada
una. La fase p-clorofenSlica se transfiere a otro embudo
de separacifn, en donde se le adicionan 10 ml de tetra-




clorJro de carbono y 20 ml de 1-butanol, efectufndose~
despubs dos extracciones vigorosas de S ml cada una, =
con agué destilada. La fase acuosa es la que contienef
la vitamina D=12 reciln extralda, §sta se manifiesta -
por una coloracidn rosa o rojoa.

Ia soluci8n acuosa se transfiere a una columna. de-
vidrio que contiene una resina de iﬁtorcambio 18nico,-
=Amberlita INP 64=, Zota resina tiene la propiedad dee

~ establecer un intercambio iBnico con 1a molcula de cig
nocobalamina, sin que otras moldculas =que hayan sido=-
arrastradas en la extraccidn junto con la cianocobaland
na- interfieran, y la primera quede fija en la superfi
B cle de la columna, manifest8ndose en forms de una banda
de color rosa o roja.

Yuchas impurezas u otras substancias presentes son
separadas de la cianocobalamina por medio de las siguieg
tes eluciones:

1) Con 10 ml de buffer pH 4 .

2) Con dos porciones de 10 ml cada una, de Acido cloge
hidrico 0,1 N

3) Con 50 a 100 ml de acetona al 85%.

4) Con 10 ml dé &cido clorhfdrico Ol N,

5) Con 10 nl do una mezcla dioxano=fcico clorhfdrico

(dioxano al 6C% en fcido clorhfdrico & M), o con 10 de

tetrahidrofurapo-&cido clorhfdirico (tetrahidrofuranc
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al 60% en fcido clorhidrico),. .

la adiciln de alguna do estas 2 meszclas se efectua
r§, sienmpre y cuando la coluana para cromatogratia s8lo
pregente una banda de color rosa, roja o cafb. La mescla
dioxano-fcido clorhfdrico se aplicarf cuando la vitaming
B=12 (cianocobalaxina), haya sido extraida de cualquier,
forsa farmacefitica multivitaminoca; y la mexcla tetrahi
drofurano-fcido clorhfdrico se aplicarf cuando dicha v}
tanina haya sido extralida de algln alimento natural o -
procesado; en el primer caso de extracciln la banda ag-
rf de color rosa o roja, ¥y en el segundo caso la banda-
serf de color caff..

Posterioraente so recolecta el eluato colorido en-
un recipiente adecuado, se diluye cuantitativamente, hag
ta obtensr la concentracifn final deseada, La soluciSn=
colorida se 1leva al espectrofotSmetro, para medir la =
intensidad de absorciln de lui. a una longitud de onda=
de 361 nm, Por §itimo ss interpretan los resultados, cop
perando con la absorbancia que presenta una solucifa eg
thadar Patrfn de Referencia de cianccobalamina de una =
concentracifn conocida, Se calculan los microgramos por
sililitro, tableta, clpsula o gragea de cianocobalamina
que contenga el preparado polivitaminico analizado,

Este abtodo no 8810 se emplea para valorar cianocg
balenina contouﬁ on los difersntes preparados polivita
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ainicos, sino que tanbifn se puede valorar en productos
alimenticios procesados y naturales.

En la figura siguiente se muestra la forsa que se-
observa, la purificacifn de la cianocobalamina por medio
de la coluaza do resioa de intercambio i8aico -Amberlite’
IRP 64+=; al igual que se apreciarf cuando se hace la ely
cifn de la banda colorida y la recolecciln del eluato =
colorido en un recipiente adecuado, para despuba hacer-
la diluciSn correspondiente,




Purdticaciln de cianocgbalamina a travbs de la
resina de intercambio i8pico ~Amberlita IRP 6i=,
La cianocoba ha sido extr. 3':401 gn

.

do polivit ¢0, por medio del odo olew
Van Melle, lLa columna isquierds presenta cuando-
1a cianocobalanina ss ha fijado en la supsrficie
de la columna de resina; la del ceatro w!:ntn-
la elucidn de la banda colorida, caracteristica-
de la presencia de cmocobnhl{ui ¥ la columna
de la derecha presenta la recoleccidn del eluato
colorido en el recipiente adecuado, para despuls

uir cuantitativamente y obtener la concentra-
[ de cianocobalanina deseada.
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. b) METOIO HICROBIOIDGIGO: METODO "DE PLACA"™ O DE DIFf
SION EN AGAR:

Este mbtodo se basa en el principio de que algunas
bacterias requieren de la vitn.‘uu B~12 para su desarrg
110, ya que esta vitaniza actfa como eusima o como coen
siua on su actividad cataliticas.

Este mftodo consiste en extraer la cianocobalamina
contenida en un determinado preparado polivitaminico, =
por medio de una soluciln acuosa extractora de metabisul
fito de codio. la cual esta conmpuesta de fosfato disfdl
co, 8cido citrico, metabiaulfito de sodio, y agua desti
lada, Preparfndose esta solucifn el dfa en que se elabg
ra la valoraciln de cianocobalaming, De esta mescla see
tomarfn aproximadamente 25 ml por cada gramo o mililitro
de muestra, y se procederf a extraer en autoclave por =
10 minutos a 121%, Con $ato se obtiens una concentracisn
conocida de cisnocobalamina.

Se requiere obtener la actividad Sptima del microog
ganismo de prueba =Escherichia coli (ATCC 9637), logrfn
_dose $sto medlante coustantes resiembras del microorga-
Di820 on un medio de cultivo de agar de soya tripticasel
Das Este medio de cultivo s81ido, peraite apreciar el dg
sarrollo del microorganismo de prusba, en forma abunday
te y satisfactoria. ’



4

Del microorganismo de prueba, previgmente activg -
do, se hace una suspensiln con soluciln isotbnica estf-
ril, la cual debe tener un 10% de transmitancia a una =
longitud de onda de 650 nm. Con esta suspensiln so ing-
cula ol medio de cultivo de prueba (agar), en una propop
cifn de 2 /100 ml de medio de cultivo de prueba. Despubs

de 1lenar las cajas petri (previamente esterilitades),-
' se deja solidificar el medio inmoculado, 56 colocan los=
‘c4lindros metflicos en nfimerc de 6 por cada caja, a ip-
tervalos de 60° en un difmetro de 5,6 mn., Se llenan los
¢ilindros metflicos con las soluciones de clanocobalami
na problema y estfndar, y @e incuban a }7° por 24 Hr.

E1l medio de cultivo de prueba, es un medio alido-
slatorado a base de agar nutritivo, el cual no es seleg
tivo para el desarrollo del -:I.croorganhp de prueba, =
$sto permitirf apreciar en forma clara el crecimiento -
del microorganismo devpnmu. slempre y cuando exista =
1a presencia de clanocobalamina. la solucifa de cianocg
balamina obtenida del preparado polivitaminico, y la sg
lucifn de cianocobalamina estlndar PatrSn de Referencia,
permitirfn el desarrollo del microorganismo de prusba,-
el cual se puode observar por la formaciln de zonas de
creciniento alrededor de los cilindros metflicos que cop
tienen las respoctivas soluciones de cianocobalamina, en
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concentraciones conocidas tanto del esténdar como del -
probloma.

Las zonas de crecimiento se miden y con los valores
obtenidos se hacen los cilculos convenientes, para obta
ner la concentraciln exacta de c¢lanocobalamina que cope
tiene ol preparado polivitamfnico analizado, expresando
ol resultado en microgramos por mililitro, tableta, cfp
sula o gragea de cianocobalemina. '

¢) METODO MICROBIOLOGICO: POR TURBIDIMETRIA:

El fundamento de este mbtodo es el mismo que el del
anterior, lo @nico que lo diferencia es el medioc de cul
tivo, que en este caso es 1iquido (caldo), y el material
con el que se trabaja, siendo en este caso tubos de ep-
sayo. .

Tanto el microorganisso de prueba como la extraccidn
do_1a cianocobalamina de la muestra, y la preparaciln -

_ del estfndar, se realizan de igual manera que en el nf-
todo anterior,

La actividad del n:.croos"snuno de prueba, sobre la
clianocobalanina, so manifiesta por medio de una turbidez,
1a cual es proporcional a la concentraciSn de .cianocobg
lamira presente en cada diluciSn, como puede apreciarse
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en la siguiente figura:

La reproducciln del aicroorganisac de prusba
=Escherichia coli- depender§ de la concentra
c16n de cianocobalamina estindar Patrén de -
Refersucia, presente en cada dilucifn, la =
cual se encuentra entre 0,01 y 1,0 )u/l:l. .

Se preparan soluciones con concentraciones diferen
tes de cianccobalamina estfndar PatrSn de Referencia, = '
v de la muestra por valorar, se les adiciona medio de =
cultivo nugr:.nvo on caldo'y se inoculan con el ncioox
goniswo de prusba (previamente activado), se incuban a=
37° por 24 Hr, La turbidez producida despuls de la incy
bacibn es medida por medio del eapectrofotSmetro a una=
longitud de onda de 650 na en por ciento de transsitan
ch. Los valores obtenidos en por ciento de transmiten-
cia so grafican contra el logaritmo de las concentracig
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nes de cada una de las soluciones eatfndar de cianocaobg
lamina PatrSn de Referencia. Esta curva estlndar ayudg~
rf a encontrar la concentraciSn de cianocobalamina quee
contiene la muestra; 8sto se logra interpolando el por-
ciento de transnitancia de la mueatra, en la curva estig
dar de cianocobalamina, y localizando el logarftmo de «
1a concentraciln a que pertenece, tenifndoce asl la cog -
centracifn de clanocobalaning que contiens la golucibn-
utilizads e la valoraciln; tomando en cuenta las dily-
ciones efectuadas, se calcula la concentracibn, expresan
‘do el resultado en microgramos por mililitro, tableta,=
clpsula o gragea de cianccobalamina, del polivitamnico
analisado.
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I11.~ FORMAS FARMACEUTICAS SELECCIONADAS

VINO MEDICINAL
Con vitamina Be=j2

Presentacibn y Férmula:
Frasco con 228 ml.
Cada 100 nl contienen:

Vitanina B=12 (cianccobaleming) eececssveccessse
Folato de 80d10 secesscesssccrcacsavsscossocncs
Peptonato de fierro (fierro 160 mg) secsecccess

‘1e°h°1 l....l.ll.ll....‘.ll.'......C.........Q

Vehiculo CebePe 8000000000000000003000800000000¢

POLVO
" Restaurador de la flora intestinal

Presentacifn y Firmula:
Caja con 6 sobres,

Cada sobre contiene: ‘
Sinbiosis de gérmenes lfcticos.

Vitlun. B.‘ 000000000000 0000000000000 R000000C

v‘m B-z 0000000000000 80000 0830000000000 00

Vitanina B=6 206000000000000000000000000008000

100 yg
15 ng
L
10 m)
100 a1

9¢0 mg
2.0 ng
20 ng

Vitanina B=12 0000000000 0000000000000000000000 ‘5.0"




Vitaming Be1J ceesscescessssssscsnesennannss
Nicotmmd. 00000 Q0000 PCOREOIOCROIRRIRIROROIEDRTS
Pantotenato de calcio .eeesecsesecscesrceses
Dinet11poliniloxano seeessvecessccrscssssnree

Lactosa cedode 00000000000 00000000000000000

_ GRAGEAS
Polivitaminico. AnabSlice

Presentaciln y Flraula:
Frasco con 30 grageas.
Cada gragea contiene:

Oximetolona Syntex (2ehidroximeti .

16017 alfa=netileandrostfn-17 bg
ta=01=3=0DR) esececsncecsscocsscsscetasensee
Vitaming A (acotato) ceeserccssccssecarecses
Vitamina D=2 seecsveesscrccccsccccsscnconces
Vitamina Bel ceosecceccrscssccncescacescence
Vitaming Be2 seoscesecasccssrnscacsssesncone
Vitaming B=b ceevceccccsnsrcscsraciscesances
Vitaming Bu12 cecevcasscscccoccccercscsceces
- Vitamina C o.o-tooo-uouoocoocoo.ootnuooo-o
Nicotinamids eceseessccccecsccesascssccccsas
Pantotenato de Calcid sesecscscssssescesecns
A63d0 £811CO soorressnsrcacrcersscrataccacas
Excipiente c.bepe 0000000000000 0000000000

4

2.5 ng
25.0 ng
6.0 ng
20,0 ug
1.0 8

2.5 ug
4,000 U,1,
%00 U.I,
10,0 ng
1.5 ng
1.7 ng
5.0 pg
50-0'/:‘
20,0 ng
5.0 mg
1.7 ng
1 gragea




IVe= INTERPRETACIUN DE RESULTADOS

Los resultados obtenidos en la valoracin de ciang
cobalaming en los diferentes preparados polivitasfnicos
empleados, para probar la efectividad de los tres aftg-
dos anteriormente mencionados son los siguientes:

a) METOIO QUIMICO:

Se efectuaron cinco valoraclones de clanocobalamina
on los tres preparados ﬁolivitunlnicol seleccionados, a
108 resultados se les calcull la Desviaciln Estfndar, pa
ra deterainar sl cosficiente de error y los limites de-
confiabilidad, al aplicar este mftodo.

T

VINO HEDICINAL:

— )
$(xi) (- (=% .
9ed Te ¢
I B
% - 1.32 179
98,0 0s 04003
9646 - 134 14795




y.%ﬁ.,.ﬂﬂ?ﬁ..g-;,g,,

%= 97,9
2
SR | 2, g

DESVIACION ESTANDAR:

O’SW= 1.336
U‘- 10336

COEFICIENTE DE ERROR:

oo =L . LB L 0,660

ol

¢ = 0,668

" LIMITES DE CONFIABILIDAD:

AN

Vr = %! i . en donde para t de distribucin

v o=l alh dos de libertad y a un
97:58 = 20776 o Y

Vrlxzmmlxle‘%aanftlo'8§k_

3

Ve = X21,854 = 97,94 146854
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Vr = 97.94 + 1,854 = 99.7%
Ve = 9794 = 1,854 = 96,0%
Linite superior s 99,7%

Linite inferior = 96,0%

POLVO

86.9 0.68 0.462
o 0,18 0.032
9 0,68 0462
ggos - 1072 2.958
ol 0,18 0,032
! = _‘Bj = = 66.?2
¥ = 86422
2
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DESVIACION ESTANDAR:

U=v0.985 = 0.992
= 0.992

COEFICIENTE DE ERROR:

_Q.l%ﬁﬂ. = 049
o = 0.496
LIMITES DE CCNFIABILIDAD:

Vr » B¢ ke pard t doe distribucibn e 4 gra
* Jo= dos dz %gu'tad Yaun 97.55
o8 = do .

ur = Iemr%_&ﬂﬁ-= Xe2Zdd , R21,376

vr = N2y 0376 = 86,22 ] 1,376

Ur = 86.22 + ‘0376 = 87.6%
Ur =2 8622 = ‘0376 = 8‘008’;
v

1inite superior = 87.6%



iinite inferdor = 8i4.0%

GRAGEAS

% (x1) (x4 - %) (xi = 7)
99,0 - 042 0404
100,0 0.8 0.64
100,0 0.8 0,64
99:0 = 0,2 0004
98,0 = 142 1eht

RSl B g2
‘ x" 99.2

‘ -
n=1

DESVIACION ESTANDAR:

O'U M = 0,836

6. 00636

o4
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COEFICIZNTE D& ERROR

| =‘L- = 18
e
.SO.'}‘&

LIMITES DE CONFIABILIDAD

N
N/ X!-LL en donds t de distribucifn para

V=1 A?Erados de libertad y a un
ve w Bt SQA30612.726) gzz.gzu =%t1.6
ay

vr s X21416 = 99.22 1416
Ve = 992 + 1,16 = >100-”
VP = 9942 = 1,16 = 98,048
Linite superior = 100,3%

1inite inferior = 98.04%
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b) METODO MICROBIOLOGICO: METODO "DE PLACA" O DE DIFY
SION EN AGAR:

Se efectuaron cinco valoraciones de cisnocobalaming
en los 3 preparados polivitaninicos seleccionados, a los
resultados se les calcull la DesviaciSn Estfndar, para=-

* conocer cufl hia sido el cosficients de error y los limi

tes de confiabilidad de este método,

VINO MEDICINAL

‘ ‘ 2
% (xi) (1% (x4« %)

100.0 0406 ’ 0,003
100.0 0.06 0,003
99.8 - 0sl4 © 04019
100.0 - 0s06 0,003
9909 - 000‘0 0.001

R 2L, A2, g9

I = 99-9‘6

RS Sl VR
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DESVIACION ESTANDAR:

(=/0.007 = 0,083
("= 0,083

COEFICIENTZ DE ERROR:

as= 0.0bl
LIMITES DE CONFIABILIDAD:

¥
yr = Xt L en donde t de distribucifn para
(O &4 grados de libvertad y a un :
97.5% = 2.776 «

Vvr » BT SQ.0830(2.726) _ ¥+ Qu232 _ T 0,115
Vi e

Vr = X2 0,115 = 99,941 0,115

Ve = 99.94 + 0,115 = 100,05%

Vr = 99,94 = 0,115 = 99,88

Linite superior = 100.05%



Linite inferior = 99,8%

FOLWO

% (x4) (i =7) (-3
100,0 0.7 049
9900 - 0-3 0009
Ll 007 o. 9
98.5 - 008 0- ‘0
99.0 = 043 0,09

Xa .S.I;XL c = 9943

X = 99.3

DRSVIACIO!I ESTANDARS
O JOh5 = 0.670

O'= 0-670

.58
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cdér:cfa:m: DE ERROR:
.= -— o D20 . 0,335
o = 0,335
LIMITZS DE CONFIABILIDAD

Urs Xfﬂ— on donde pu'a t de aistribucidn
-1 a b 5udoa de libertad y a un
9705’ 20 [

Ve = X!m?%am a X2 L829 , 0,9292 %

Ve = X204929 = 9943 £0.929
VI' = 99.5 + 00929 = ’0003
Vr = 99.3 - 00929 = 98.”

18mite superior = 100,2%

14nite inferior = 98.3%



GRAGEAS

‘ F]
$x1) (-0 xt-%

100.0 0,08 04006
100.0 0,08 0,006
9908 - 0.'2 0-8“)2
100.0 0.08 '
. 99.8 = 0,12 0,014
b & -‘-nn - Jﬁgl‘- = 99,92
X = 99.92
' 2
Liunifx}- = -Q“;“ﬁ- = 0,011

DESVIACION ESTANDAR:

U=/ 0,011 = 0,104
= 0,104

COEFICIENTE DE ERROR:

oo =L . 0,65
[

e = 00052

60
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LIMITES DE COWFIABILIDAD:

rsX L Para t de distribucidn a 4 grados
/n-! de libertad y a un 97.5% = 2.776

Ure ggm.‘%_mm - Xt Q288 . ¥ro.u
Ve = X2 0a144 = 99492 20,144
Ur = 99,92 ¢ Qb4 = 100,06%

VP = 99,92 = 0,144 = 99.7%

Limite superior = 100,06%

Iinite inferior = 99.7%

¢) METODO MICROBIGLOGICO: POR TURBIDIMETRIA:

Se sfectuaron cinco valoracionss de cianocobalamina
contenida en los 3 preparados polivitaminicos selecciong
d0s, con 1os resultados se calculd la Desviaciln Estig-
dar, para determinar el coeficiente de error y los ni
tes do confiabilidad, al aplicar esto nbtodos



62
VINO MEDICINAL

Al intentar la valoracifn de este preparado polivi
taninico, aplicando la técnica que describe este wbtodo,
se encontr§ que despubs de inocular los tubos de enaayo
con diferentes diluciones del preparado, y de incubarlos,
no. hubo desarrollo ) del microorganismo de prusba y por -
10 tanto no hubo varisbilidad de las lecturas con respeg
to al blanco de calibracibn del apaTato, Se supone que=
$ato pudo haber sucedido por el contenido de alcohol, -
congsrvadores y el pH del preparado polivitn!nic?. ol=
cual sl no encontrarse en las condiciones deseadas no =
pormiti8 el desarrollo del microorganismo de prueba.

POLVO

2
$(x1) (X« 1<%

92.5 1. 1.795
90,8 = 0, 0,129
%9 -1 15
00 = 1016 10345

L e mt 1]

x = 9‘0‘6
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I
dosdl. , Ra2 .y 602
DESVIACION ESTANDAR:

U /802 = 1,265
V =\ |265

COEFICIENTE DE ERROR:

o= 0-632
LIMITES DE CONFIABILIDAD:

ve s Rt =Lt on'donde ¢ de distribucidn para

el ‘ 19;751' dos :i;ﬁil:oﬁad y a un
Vr s R!m%zm a I’-isiu- = X21,755

Ve o= T#1,755 = 91,16 21,755
Vr = 91416 ¢ 14755 = 92.9%

Vr s 91,16 = 1,755 = 890‘0*



1{mite superior = 92,9%

Linite inferior = 89.4%

64

GRAGEAS
F)
% (x1) (x4=-9 (1 =%
98,5 0.76 0.577
9508 - 109 3.763
23 ok i
98,0 0.26 0,067

Ta &l 2. 9.7

g = 97.7%

2
M:—j‘;ﬂg-= 1.252

()

DESVIACION ESTANDAR:

U =/Te252 = 1118

T=1.018



)

COEFICIZNTE DE ERROR3

¢ = 0,559
LIMITES DE CONFIABILIDAD:

Vr a2 Mmde - 4n dondo t de distribuciln para
n= 4 g;;doa de l:lbertnd Yy aun
. - L]

- X =X \
v“x:wm“_ x-h;ﬂ X 21.55
Vr = X! ‘055| = 9707‘0,’ 'O5§'

Ve = 9774 + 1,551 = 99,3%
VE a 9774 = 1,550 = 96,1%

1{mite superior = 99,3%

Limite inferior = 96,1%



V.= RESULTADOS

. En el siguiente ¢ se hace una 'iommncﬁn de 108 resultados
obtenidos en aplicacin de los tres mbtodos empleados, para v-li -
rar la vitaming B=12 (cianocobalanina) Patrbn de ieforencia, con el =
£in de probar la efectividad y confiabilidad de loo mismos, ‘

"VITAMINA B=12 (CIANOCOBALAMINA) ESTANDAR PATRON DE REFERENCIA

METODO QUIMICO. METODO MICROBIOLOGICO: - |METODO MICROBIOLOGICO:
"DE PLACA" O DE DIFUSION |POR TURBIDIMETRIA,
EN AGAR.
99.7% 95.1%
8, 99.2% 90.0%
39.05 % a 99, 99,08 X = 98,81% 86.9% X = 92.34%
99,6% U =2' 0,573 100,08 7 = 1,322 97.0% Ta 3,451
0% ¢ = 0,181 100.0% ¢ = 0.418 95,50 e = 1,091
99:%% vrs Xt 0,409 190:% yre X1 0,945 B8R ve= Xt 2,468
“ Lim, sup. 907% 960’ Lin, sup. = 99.7‘ 89.“ 1{m. sup. .u
;”’ Li:o 1n¥. : 8509’ ggog Lin, inf, = 97-85 ggo% L}Iﬂo inf, : 3‘9..8’

’Pl!'l obtener los lmnn’ de confiabilidad, "t" de distribucibn para 9 grados -
de libertad y a un 97.5% = 24262 »

99



1 uguinto cus
Apnuei n de 108 tres

0 8¢ hace una comparacifn de los resultados obtenidos en la -
todos, sobre las tres diferentes forma
nadas, para probar la efectividad de los mismos, en la valoracibn de la

hrucoﬁt:l.m seleccig
vitanina B=12 -

Para obtener los 1{mites de confiabilidad, "t" de distribuciln para 4 grados de libcg
tad y a un 9705’ 2 26776 o

(ciuocobnwuu).
FORMAS FARMACEUTICAS ¢
HETOIO VINO MEDICINAL POLVO GRAGEAS
Fu9749 06.9! 8=66.22% b8
' 9%:& Tt 8.l 720,352 1o Tao
QUIH!CO. .6” *u! 6%8 100.“ [ 1] .‘0‘6
96'23“ g: L. 52 % ";,,“‘"Z? o | Bk vxé- vapea 100,38
. o BUPex9%e +8UDez87 e o «BUD» .
od0,29640% ‘I,.aah-eﬁ main .:9500‘0‘
100,08 Xe99, 1000 X=99, 100,08 X«
PR e 99.0% 7 =3?5% wo.gt‘ r.9?‘3?
. MICROBIOLOGICO: "DE{ 99.9% e=0 OM 00.“ %3} g
PLACA" O DE DIFY 99.6% V. *!0."5 9858 V 100.0’ VraXeOe 1l
T - 81I0% BN AGAR, 0.“ Il}l-l.mlp.-lOO.OE 99-“ 4 m.sup.—lOO.Z% 990“ Li:"u 08‘00006“ )
neing,399.8% L.ln.inf.z%o}% oinfex99.7%
9245% 'x‘=91.16$ 98,98  Xu97,74%
90,88 T=14209 5.65 v- 1.n
HICROBIOLOGICO: POR 10 SE OBTUVIERON 92.5% e3Q.632 %
TURBIDINETRIA, RESULTADOS, - 90,0% VrzXt1,755 97 9“ Vr=X21,551
. 90.“ Lgmoﬂ\l .l9209% 8-“ l‘:;ﬂ-.llpol99c3“
Limeing, 69-"“ u.inl.-96.|“

L9
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VIe~ CONCLUSIONES

a) METODO QUINICO,

VENTAJAS AL ABLYICAR ESTE MEYODO:

Vo=

24~

30'

‘h"

la tlcnica es de fAcil aplicacifn.

Se puede valorar vitamina B=12 (cianocobalaming) -~

con el empleo de esta t8cnica, an cualquisr forma =

farnaceflitica sexejante a las citadas on esta. tesis,

asf como en preparados alimenticios tanto procesados
como naturales.

E1 tienmpo requerido para la valoracifn de la viteml

na B2 {cianocobalamina), al aplicar este nétodo,-

es de 0 horas aproximadamente,

£1 material de vidrio utilizade en este zftoda, es=
de fhcil elecciln y substitucidn,

DESVENTAJAS AL APLICAR ZSTE METODO:

El reactivo de peclorofenol, debe sncontrarse en -
existencia, ya que os un reactivo de importaciln y-
por 1o tanto diffcil de encontrar. Su importancia ez
triba, en que o5 el reactivo que extrae la vitanina
B=12 (cianccobalamina) del preparado polivitaninico

o alimenticio que se desco valorar.
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% :

2.~ la coucentraciln ‘de 1a vitamina B-12 (cianocobalami
na), debe encontrarse en la muestra adecuada para=
el anflicis, en una concentraciSn no menor de 50 2o
'ya que de no ser asf, las locturas en el espectrofg
t8netro serfan errﬁngas, sltes la concentraci$n aceg
table para ser lefda debe de ser de 10 ug/ml (Elcm a
261 wn o8 de 207).
3.~ la estructura molecular de la vitamina B-12 (ciang
cdﬁalnminu). puede tener semejanza con otra substag
cia, ocasionando que no haya una seguridad sobre si
'10 que se valord fuf vitamina $~12 (cianocobalanina),
u otra substancia semejante que nos df abeorbancié

a la longitud de onda a la que hace la detorminacibn,

CCNCLUSICY FIHAL:

Fasfindose en loc datos encontrados al elaborar esté
tesic, ﬁolemos concluir que eqpé nétodo es preciso, exag
_ to, reproducible y ffcil de elaborar,

Al observar los resuitados en las valoracionos efeg
tuadas on el estfndar de referencia, podemos deducir que
en compnrac;ﬁn con los mftodos microbiolbgicos efectug
dos (cilindro placa y turbidindtrico), este mftodo resul
t8 con mayor efectividad, ya que los resultados fusron

cercanos al real y el coeficiente de error fu$ mfs bajo
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que en los otros m8todos,

Al observar los resultados de las valoraciones one
las formas farmacefiticas trabajados, encontramoe varig
cifn segﬂn el producto, pues en el vino medicinal y en
las grageas los valores obtenidos fuoron cercanos al da
to tedrico, én tanto que en el polvo fueron bajos, Asi
pues, dependiendo de la forma farmacofitica que se traba
Je, y del excipiente o vehiculo que presente, se tendrf
mayor o menor interferencia y por lo tanto grado de efeg

“tividad,

Con raspecto al coeficlante de error y al grado de
configbilidad, poderos ver gue 8ste fud mayor en el m§
todo microbiol8gico por placa y menmor en el m&todo por
turbidimetria, con reapecto al m$todo quimico, ’

Es necesario hacer notar que este mStodo deberf elg
girse cuando se requiera rfpidamentc el resultado de la
valoraciln de la vitamina B-12 (cianocobalamiria) en un
lote en proceso de elaboracidn, pues s8lo ae requieren -
8 noras para el anflisis, Ahora bien, si al analizar el
producﬁo terminado, se requiere saber, sl el contenido
de vituﬁinu B=12 (cianocobalamina) se encuentra en la=

. concentraciSn adecuada, y oi Ssta no ha sido alterada-

o, substitulda por otra substancia de estructura molecular
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senejante a esta vitamina, ontdncqa se omploard cualquig
ra de los 2 abtodos aicrobiolSgicos trabajados en esta-

tesis; ya que ol microorganismo de prusba seleccionado-

on estos mbtodos microbiolSgicos (cilindro - placa o por
turbidinetr{a), es upo'ciuco para la vitanina B=12 (cig
nocobalanina), y 8810 se desarrollarf en presencia de -

Sata.

ﬁ) HETODO HICROBIOLOGICO: METODO “DE PLACA" O DE DIFY
SION EN A4AR, '

VENTAJAS AL APLICAR ESTE METODOS

1,= La técnica es do fBcil aplicaciln segln se describe
on este nltado,

2.~ Se puodo valorar vitamina B=-12 (cianocobalamina), =
on cualquier forma farmacButica, aof como en prepg=
rados vitaminicos alimenticios tanto’ procesados cg=
mo naturales. '

3.~ La concoentracifn de la vitamina D-12 (cianocobalany
na), del preparado polivitaminico, puede encontrap=
B0 on cualquier rango de los existentes.
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4= La Duestra del preparado polivitamfnico, al efectuar
las respectivas diluciones, puede tener un aspecto=
transparente o turbio, sin que $sto altere ia valg-
racifn de la vitamina B-12 (cianocobalamina)

Se= E1 microorganismo de prusba empleado para la valorg
cifn de la vitamina B=12 (clanocobalamina), en este
n;itodo. es especifico; de tal manera que dicho microop
ganiomo 8810 se desarrollarf en presencia de la vita
mina B-12 (ciﬁnocobalamina). ¥ no de otra substancia

que tenga semejanza eatructural con 8ata.

DESVENTAJAS AL APLICAR ESTE METCDO:

1+« E1 microorganismo de prusba debs ser utilizado deg-
puls de una resiembra muy reciente.

2+= Los medios de cultivo, tanto para el mantenimiento=-
del microorganismo de prueba, como ¢l medio de cul-
tivo de prueba, deben ser especificos,

3,= E1 tiempo requerido para la valoraciSn de esta vita
nina, o8 de 4 dlas. En este tiempo ge incluye la ra
sienmbra del microorganismo de prueda, la prepara -
cifn del material de vidrio, la incubacifn del uj -
eroorganismo de prusba con la vitamina B=12 (ciang=
cobalamina) presente, la interpretaciln de los resul
tados obtenidos,

4o= S1 1a forma farmacSutica contiene un alto grado de=



alcohol, o de conservadores, es posible que disminy
ya el deénrrollo del microorganismo de prueba {(en =
- ocaslones no hay desarrollo), y por lo tanto alters

el resultado deseado de la valoracifn.

CONCLUSION FINAL:

. Al obsorvar los resultades de las valoraciones del
estindar de referencia, encontramos que los valores o
tenidos fueron cercanos al real y que los valores dele
coaficiente de error y del grado de conflabilidad fueron
mayores que en el mﬁtodo‘quimico ¥ menores con respecto
al mBtodo turbidimBtrico. Fstos resultados n&s hacen ver
que eata tlcnica os confiable para la valoiaci&n de vi ’
tanina B=12 (clanocobalamina).

In las formas farmacSuticas trabajadas se obtuvieron
resultados muy satisfactorios y en todos los cagos fug
ron cercanos al dato tefrico; en lo que reupecéa al coa
ficiente de error y al 1fmite de confiabilidad, fueron
menores en el vino medicinal y en el polvo. En las gra
geas resultd menor que en el método turbidimStrico, pg
ro mayor que on el nmétodo qufmico,

. Por lo tanto el mBtodo resulta recomendable cuando
. 6@ opte por desarrollar un anilieis microbiolbgico, vol
viendo q insistir en las ventajas que presenta sobre el
anfilicis quimico en 1o que respecta a las especificidades
del ntodo; do donde se deduce que este mBtodo es preci
s0, oxacto, aplicable y reproducible.
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¢) METODO MICROBIOLOGICO: POR TURBIDIMETRIA,

VENTAJAS AL APLICAR ESTE METODO:

Vom

o=

S

‘h'

La t8cnica es aplicable y reproducible segfin se deg
cribe en este mltodo,

Se puede valorar vitamina B=12 (cianocobalamina), =
on cualquier forza farnacfutica, asi como en produg
tos alimenticios naturales y procesados, ‘

La concentracin de vitamina B-12 (¢ianccobalauina)
puede encontrarse en cualquier rango de los oxiaton‘
tea, de un determinado preparado polivitaminico.

El microorganicmo de prueba empleado para la valora

¢ifn de vitamina B-12 (cianocobalamina), en este af

todo, es especifico; de tal manera que dicho aicroogr
ganismo 88lo se desarrollarf en presencia de vitami
ba B-12 (clanocobalamina), ¥ no de otra substancias
que ten;a gemejanza estructural con $sta. )

DESVENTAJAS AL APLICAR ESTE METODO:

To=

Qo=

Se=

El microorganismo de prueba debe ser utilisado deg-
pubs de una resiembra muy reciente,

Los medios de cultivo :I.!quidu. tanto para el mants
nimiento del microorganiemo de prueba, como del mg~

dio de cultivo de prueba, deben ser sspecificos,

Degpus de efectuar las diluciones necesarias en la .
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muestra, thi pusde presentar un aspecto turbio, lo
cual pusde afectar la lectura en el espectrofotbmge
tro, alterando por consiguients el resultado de la-
valoracibn.

4o= 51 la forma farmacfutica contiene u!; alto grado de=
alcohol, de conservadores, es posible que disminuya
ol desarrollo del microorganiszo de prueba (en ocg=

- ‘siones no hay desarrollo), y por lo tanto alters el
resultado deseado de la valoraciSn. -

Se= La limpieza del material de vidrio dede ser minucig
8a y los tubos do vidrio deben tener solo una modi~
dn.. tanto de largo como de difimetro. Lo anterior se
hace, debido a la gran sonsibilidad del nic;'oorglnn
o de prusba afin a 108 nmininos indicios de actividad
de vitanina B-12 (cianocobalamina), asf como tambifn
a la presencia de huillaa. de la mayor parte de subg
tancias lizpladoras, '

CONCLUSION FINAL:

La t8cnica es aplicable y reproducible, sin embargo
." al observar 1os datos de las valoraciones del estfndar=
'de referencia, encontramos que los resultados fueron afs
bajos que-el titulo real y que tanto el cosficiente de=

- error como el grado de confiabilidad, fueron mayores que .




%

on los otros dos m8todos trabajados.

De los resultados de las valoraciones en las formas
farmacfuticas trabajadas, podemos notar que en el vino -
medicinal no fue posible efectuar la valoraci$n, on ei
polvo los resultados fueron bajos y en las grageas cep
canos al te8rico. Z1 cooficiente de error result$ nfse
alto que en los otros mftodos, al isual que el grado de
confiabilidad, As{ pues, este m8todo es recomendable =
‘por las ventajas que pesentan los anfilisis microbiolfe
'gicos pero raesultd con menor efectividad que el mtodo
de cilindro placa, tanbidn conocido como método por =
difusiln en agar.

-Finnlmento podemos concluir, qué los tres nbtodos- _‘
seleccionados paré la valoracifn de la vitamina B=12 =
(cianocobalamina) son aplicables y reproducibles, y la
" elecciln de uno u otros, dependerf de la rapidez con que
86 reqhieran los resultados de la valoraciSn de esta =
vitamina. Son n8todos que cualquier Laboratorio de Cop

trol Analftico puede aplicar.
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