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CAPITULO I

INTRODUCCION

Con el objeto de seleccionar- un método que nos facilite la - -
cuantificacién de la cianocobalamina en las formas farmacéuticas poli-
vitaminicas, se desarrolld un estudio de los diferentes métodos publicg
dos, los cuales pueden agruparse en:

Métodos Fisicoquimicos.

Métodos Microbiol8gicos.

Métodos Bioldgicos.

En estos se presentan diferentes técnicas., Algunas se men--
cionan en la seccidn III de este trabajo.

Después de una revisién de los diferentes métodos publicados,
se probaron dos técnicas, una perteneciente al grupo de los Métodos Fi
sicoquimicos, comparada con otra agrupada dentro de los Métodos Mi--
crobiolégicos.

Se realizd un andlisis estadistico de los resultados obtenidos,
con el objeto de observar de una forma clara la exactitud de las técni--
cas, ademds de las ventajas y desventajas observadas durante la mani-

pulacién.



CAPITULO II

GENERALIDADES

La cianocobalamina fué descubierta en 1926 (28), pero hasta
1948 Smith en Inglaterra y Karl Folkers {30) el mismo afio en Estados
Unidos obtuvieron la vitamina B-12 § cianocobalamina en forma cristali
na a partir de extracto de higado; también indicaron que la vitamina ---
B-12 es un producto de fermentacién microbiol8gica; ya que muchas ---
bacterias producian materiales como la vitamina B-12 activa, pero en-

general las especies del género Mycobacterium smegmatis, Lactobaci--

llus arabinosus, Bacillus subtilis y algunas Streptomyces, especialmen

te S. roseochromogenus, S. griseus y S. Antibioticus, producian canti--

dades significativas.

Sindnimos. - Cycobamina, Cobamin, Vitamina B-12, Cia.noc_o_

balamina, -(5, 6-dimetilbenzimidazol ) cobamina cianuro.

Obtencién. - La cianocobalamina es extraida de cultivos de -
microorganismo, utilizfndose para esto diferentes tipos de métodos, en
tre los principales se encuentran la cromatografia en todas sus formas,

las cuales emplean adsorbentes como Carbén vegetal ( 24, 34 ), Bentoni




ta (25), & resinas carboxilicas de intercambio iénico ( Amberlite ) {40).

Otro método consiste en precipitar con cobre o zinc el grupo (CN—) de -

la vitamina B-12 (18).

Propiedades. - La cianocobalamina se obtiene en forma de -
cristales rojo obscuro, amorfos & en forma de polvo rojo cristalino. La
forma anhidra es muy higroscépica y cuando es expuesta al aire puede -

absorver cerca del 12% de agua. Es ligeramente soluble en agua, solu-

ble en alcohol, insoluble en acetona, cloroformo y éter. No ha sido defi

nido su punto de fusién. EIl indice de refraccidn de los cristales es ---
1.619 (=), 1.649 (©)y 1.659 (Y ) (36). Es Spticamente activa, dia-
magnética, la absorcién espectrofotométrica en solucién acuosa se pre_
senta a 278,,4/, 3614, y 550,%. (6) esta abosrcidn no es afectada

por pequefios cambios en el pH.

Estructura. - La estructura de la cianocobalamina fué deduci
da por una combinacién de evidencias quimicas y fisicas. Una determi-
nacidn ebulloscépica del peso molecular en metanol da un valor de ----
1490 & 150 (6). Considerando un valor de 1360-1575 por datos cristalo
gréficos de rayos X' (17). El andlisis elemental de la vitamina indica --
una f8rmula moleculaT aproximada de Cg3HggCoN 401 4P y corresponde
a un peso molecular de 1355. Los cristales contienen de 18 a 25 molécu

las de agua de cristalizacién por molécula de B-12,
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La carga positiva del Cobalto, es balanceada por las cargas -

negativas del anillo corrinoide, cianuro y fosfato.

DOROTHY HODKING Premio Nébel de Quimica en 1964,



El £tomo de cobalto de la molécula ha demostrado ser triva-
lente (45) y dgiestabilidad al complejo. Por ejemplo: la accién de agen
tes precipitantes, hidrélisis dcida e intercarﬁbio con cobalto radioacti--
vo; indica que el cobalto es una unién qufmicament:e firme. Posterior--
mente se demostr$ por oxidacién con permanganato de potasio y por un
examen en el espectro de infrarojo que la molécula de vitamina B-12 -
contiene un grupo ciano ( CN—) y que este grupo es directamente un en-
lace al 4tomo de-cobalto. El grupo ciano puede ser reemplazado por --
otros iones (5, 20) 6 moléculas. El desplazamiento por hidréxilo, da -
acuocobalamina ( vitamina B-12a § vitamina B-12b), en su estructura -
incorpora una molécula de agua neutra, asi dando una molécula total --
con propiedades bdsicas; cuando neutralizamos con i{cido clorhidrico el
producto es acuocobalamina clorada. E1>grupo ciano puede también ser
reemplazado por nitrilo dando nitrocobalamina & vitamina B-12c. La --
cianocobalamina debe ser protegida de la accidn de la luz y del aire.

La cianocobalamina por su complejidad estructural da lugar
a modificaciones en la molécula que ocasionan modificaciones en la ac-
tividad bioldgica. La modificacién m&s frecuente es la substitucién de -

otros nucleétidos por ribdsidos de 5, 6 dimetil benzimidazol.

Farmacologia.- La vitamina B-12 es indispensable en el or
ganismo ya que en unién deél Zcido flico actda como factor de madura--

cién de los eritrocitos, favorece la formacidén y metabolismo de purina



y pirimidinas, interviene en la biosintesis de nucleoproteinas y en el --
mantenimiento de la hematopéyes‘is normal, esta.actividad es semejan-
te a-la del factor antianemia del higado,

Se encuentra presente en el rifién, tejido muscular y princi--
palmente almacenada en el higado, ademds es producida por sintesis --
bacteriana en el coldn., Los alimentos en que se encuentra presente prin
cipalmente son: la carne, huevos y leche. No obstante se encuentran ca_
sos en que hay deficiencia de vitamina B-12 por ejemplo: Anemie; pernia
ciosa <.:on 6 sin alteraciones neurolégicas, anemia macrocitica nutricio-
‘nal y anemia megalobldstica en infantes.

La cianocobalamina es absorvida desde el tracto gastrointesti
nal por la presencia de un factor intrihseco que es una mucroproteina --
presente en la mucosa gdstrica. Esta absorcién es irregular cuando no
es administrada en dosis terap€uticas, y en ausencia del factor intrinse_
co. Unicamente 1.5 a 3.5 mcg. de cianocobalamina pueden ser absorvi--
dos por el factor intrinseco y el 1% de la cantidad dada es absorvida por
difusi6n pasiva. Cuando es administrada en dosis de 100 mcg. & mds es

excretada por la orina en 48 horas.



CAPITULO III

METODOS DE ANALISIS

A). - MéEtodos Fisicoquimicos. - Los métodos fisicoquimicos

mds importantes para determinar vitamina B-12, estdn basados en la -
absorcién espectrofotométrica de la vitamina B-12 en soluciones acuo--
sas & en determinacidn fotomé&trica del grupo ciano de la cianocobalami

na.

Métodos Espectrofotométricos, - Estos métodos son reprodu
cibles para determinar la pureza de la vitamina B-12 cristalina, y para
la estimacién de vitamina B-12 en relacidn a muestras puras. Estos mé

5

6 . TR
todos son 10~ a 10~ veces menos sensibles que los métodos micriobiold
gicos, y no estdn claramente definidos para distinguir entre algunas co-

balaminas, las cudles pueden ser diferenciadas micriobioldgicamente. -

Otras cobalaminas bioldgicamente activas pueden dar falsos valores cuan’

dos son estimadas espectrofotométricamente porque su absorcidn mdxi--

ma estd a diferentes longitudes de onda del estdndar de vitamina B-12. -

,

La acuo ( hidroxi) cobalamina puede constituir del 5 al 10% de cianocoba
lamina pura.

El método para determinacién quimica de vitamina B-12 estu-



diado por Rudkon Jr. (37), incluye la determinacidn colorimétrica del
dcido cianhidrico liberado de la jitamina por fotSlisis;-y la determina--
cién de los productos de hidrdlisis tales como 5, 6 dimetil benzimidazol
v el pigmento rojo formado por el tratamiento £cido de la vitamina B-12,
Este método no ha sido reproducible para el andlisis de B-12 en caldos -
y extractos crudos de fermentaciones. El método analitico descrito ---
aqui, proporciona un rdpido, reproducible y acertado procedimiento pa-
ra determinar vitamina B-12. Basado en diez andlisis separados de ca-
da tres muestras, la desviacién estdndar para este método es del 5%. -
Una ventaja segura del método quimico es la de recuperar la vitamina -
B-12 cristalina afiadida.

Heatcote, J.G. (14) estudid una técnica aplicada a la estima-
cién de cianocobalamina e hidroxicobalamina en mezclas de vitaminas. -
El método consiste en extraer la vitamina B-12 con alcohol bencilico, -
de la mezcla de vitaminas que se encuentra en solucién acuosa y medir-
la densidad 6ptica'a 356 mj. Obteniéndose el coeficiente de distribucidn,
que es funcién de la composicién de la muestra y puede ser comparado -
con el calculado del coeficiente de particidn de la substancia pura.

Koneey J., Tolgyssy (23 ) observaron que la cianocobalamina
después de una hora de descomposicidn por tratamiento con ozono es de_
terminada por el método complejométrico. La muestra es tratada con -
un ién intercambiador como el Dowes 50W-X2, después se le afiade una

substancia quelante como el EDTA 10 M. La diferencia de las activida--



des antes y después del tratamiento con EDTA es proporcional a la can_
tidad de cianocobalamina.

Berge (3) dosificd la vitamina B-12 en las formas farmacéu
ticas, disolviepdo esta v determinando subsecuentemente el complejo co
bdltico por absorcién espectrofotométrica. Este método es rdpido y sen
sible dan;:lo aplicaciones a control de calidad en formas farmacéuticas.

La vitamina B-12 y sus andlogos pueden ser separados por --
cromatografia en plaza del gada (31). Los corrincides son convertidos
a su forma diciano formado por adicién de cianuro de sodio § cianuro —
de potasio, los productos son cromatografiados en plaé:a delgada de ald_
mina seca a 259, usando isobutanol, isopropanol, agua ( I:I:I ), este pro
cedimiento separa factor B cianocobalamina, factor B-12 ( III ), factor
A, presudovitamina B-12 y factor V. La separacidn de hidroxicabolami_
na de cianocobalamina en soluciones acuosas con un pH ajustado a 8.5 -
con hidréxido de amonio, es corrida en la oscuridad con alimina neutra
seca a 20°, usando isobutanol, isopropanol, agua ( 1.5:1.1:1.25), La -
cantidad determinada de cianocobalamina es basada en la precipitacién
de todas las cobalaminas como sus complejos de cianuro de cobre, Pri-
mero es afiadido sulfato de cobre dando un precipitado rojo obscuro. El
precipitado se filtra y' es disuelto en agua con acetona conteniendo cianu
ro de potasio. La solucidn resultante es cromatografiada en placa delga

da con base de aldmina seca a 20°, usando isobutanol, isopropanol, agua
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{1.5:1.1:1 ), Después de la cromatografia se seca al aire, la aldmina -
llevando la mancha de cianocobalamina, ésta es diluida con solucién re_
guladora pH 7 y determinada colorimétricamente a 36{7;,,,/;.

Purificacién y valoracién de vitamina B~12 (44).- La purifi-
cacién se efectda por filtracin a través de una resine de intercambio i§
nico. Esta resina es la Amberlita XE-97 que se emplea empacada en --
una columna para filtracifn. Se utiliza como eluyente dioxano-#cido clor
hidrico & trahidrofurano-#cido clorhf&rico, las impurezas y sustancias -
interferentes son previamente lavadas en la columna con varios solven—
tes. La muestra debe contener entre 100 - 250 mcg. de cianocobalamina
v tener un pH entre 4 - 6. Para que la vitamina B-12 total se convierta -
toda a cianocobalamina, se trata con cianuro de potasio. La vitamina --
B-12 aislada es valorada espetrofotométricamente.

Determinacién colorirr;étrica con solucién Nitroso R.- El mé
todo involucra la oxidacién de la muestra con perdxido de hidrégeno y la
solucidn resultante es tratada con solucién nitroso R { l1-nitroso 2-naph-
tol 3, 6 sulfanato disddico ) a pH estable. El color rojo naranja se lee en
el espectro a una longitud de onda mdxima de 420,4#, obedeciendo la Ley
de Lambert y Beer. A una concentracidn entre 100 y 600 mcg de vitami-
na B-12. Originalmente esta determinacién fué investigada por Sharif ~-

(39).

B).- Métodos Micriobiolégicos. - Los métodos micriobiol8gi
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cos pueden ser Turbidimétricos o en cilindro-placa.

Método Turbidimétrico. - Cuando examinamos muestras que

contienen Vitamina B-12 en forma libre como cianocobalamina § acuo -

( hidroxicobalamina ), se prepara una curva de calibracién con un estdr
dar, y la -muestra es ciilui'da con agua hasta que la concentracién de vita_
mina B-12 est'e en la parte m'edia de la curva. Sila vitamina B-12 con-
tenida, es completamente desconocidar, se hace una serie de diluciones,
extendiendo sobre varias concentraciones, que deben ser preparadas --
primero. Si los experimentos preliminares dan una turbides que puede

ser comparada con la curva, entonces se establecen una serie de exper_i_
mentos paralelos, subiendo hasta cubrir un rax'lgo estrecho de concentra

ciones en la regién apropiada.

Método en Cilindro-placa, - Los métodos en cilindro-placa -

son mds dtiles cuando son combinados con cromatografia, estos son usa
dos para la identificacidén de vitamina B-12 activa en cromatografia en -
papel, que permite la identificacién de compuestos activos que son utiles
en cantidades muy pequefias. Estos ensayos son incédmodos e impractica

bles para rutina en la estimacién cuantitativa.

'

I3

Ochramona malhamensis: Sensibilidad 1 pg (= 1012 g) ATCC

11532. Esta alga es la mds especifica en requerimientos para cobalami-

nas. Unicamente las formas de B-12 biclégicamente activas satisfacen -
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el factor de crecimiento requerido de este microorganismo. Este factor
de crecimiento ha sido referido como "B-12 (111)", La prueba es afec-
tada por la presencia Unicamente de grandes cantidades de metionina, la
cual puede simular definitivamente la actividad de la vitamina B-12 en -

el organismo. (21)

Euglena gracilis Z strain: Sensibilidad: 1 pg (=10'12g) ATCC

12716. Este microorganismo no es tan especifico como O. malhamensis

pero comparte la propiedad de responder nicamente a cobalaminas. El
amplio nimero de cobalaminas que satisfacen el factor de crecimiento -

requerido para Euglena gracilis junto con la falta de exceso de estos re_

querimientos ha hecho que este microorganismo sea escogido para me--
dir "B-12 total"”. Adn cuando este ensayo requiere de 4 a 7 dias de incu_
bacién, la utilidad para cuantificar cobalaminas totales es compensada -

por el tiempo requerido. (21)

Escherichia coli 113-3 ATCC 11105.- Este microorganismo

responde al factor B y a una amplia variedad de cobalaminas, y a nucleo
tidos libres de cobalaminas. La desventaja de la baja especificidad, no-
obstante se establece contra la ventaja de la simplicidad técnica v el ---
tiempo ahorrado, ya que este microroganismo proporciona un rdpido en_

sayo para cobalaminas totales y factor B de 16 a 24 horas. (21)

Lactobacillus leichmanii { ATCC 4797 § 7830 ) Sensibilidad: -




1 pg (= 10~ 12g, ). Este microorganismo responde a una amplia variedad
de cobalaminas ya dexosiribosa, los cuales exceden a los requerimien_
tos de cobalaminas. Este ensayo deberia siempre ser hecho en dos par_
tes: a) para cobalaminas mds dexosiribosa y b) para dexosiribosa sola
mente. Este microorganismo provee un rdpido ensayo para cobalaminas

totales y dexosiribosa de 24 a 48 horas. (21)

Cromatiobograma. - El método consiste en hacer primero la
cromatografia en papel y después las tiras separadas que contienen la -
mancha son sembradas, dejdndose durante el periodo de incubacidn. El
Rf del material activo es determinado como conclusién del ensayo para
la localizacidn de las dreas de crecimiento del microorganismo. La es-
timacién cuantitativa de la concentracién de un compuesto es una drea -
activa, puede ser determina.da por un método turbidimétrico § por la --
medida del Rf del £rea activa del cromatograma, comparado con un Rf -
conocido de una muestra que haya sido corrida paralela y bajo las mis—
mas condiciones. No es necesario esterilizar el cromatograma hasta --
ser usado coén el microorganismo de ensayo, el cual crece en un rdpido
periodo de 24 horas o menos.

Un estudio'rljxicrobiolégico para comparar la actividad de la vi-
tamina B-12 y B-12a hecho por Hendlin {(15) nos indica que &sta depende

del microorganismo y técnica empleada. Con el Lactobacillus leichmanii

el crecimiento producido por el efecto de la vitamina B-12a es destruido
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por calentamiento en autoclave, la vitami@ B-12 no es afectada. Esta-
destruccidén es prevenida por la afliccio’n de cantidades estables de tio--
glicolato § 4cido ascérbico. Muchas muestras de higado demostraron -
una comparable pérdida de actividad después del autoclave con el medio
de ensayo. L. leichmanii, se manifestd que contenian cantidades apre-
ciables de vitamina B-12 6 B-12 a § substancias semejantes. En el caso

de Lactobacillus lactis no se manifestd una pérdida en la actividad mi-

crobiolégica de vitamina B-12 6 B-12a durante el calentamiento en auto
clave. La actividad de ambas vitaminas fu€ incrementada por autoclave
v la adicién de sustancias reductoras, en estas condiciones se induce —
un crecimiento incrementando en la potencia de la vitamina B-12a y un-
rechazo en la actividad biolégica de la vitamina B-12. Las diferencias -
no aparentes en la actividad micriobiolégica fueron observadas entre la
vitamina B-12a y una substancia descrita en la literatura como vitami--
na B-12b.

Fueron ensayadas algunas muestras de tejido animal por Ita--
gaki Takako (19) siguiendo el método de cilindro placa, usando una va-
riante de E. coli; conteniendo todas las muestras cobalaminas. Los re--
sultados obtenidos fueron considerablemex;te bajos comparados con las -
determinaciones turbidimétricas. Se repitié la experiencia y los resul—
tados fueron insatisfactorios, ya que la curva de dosis respuestas no fué

paralela a la de soluciones de cianocobalamina pura. Evidentemente al-
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gunos factores interfirieron en el ensayo de cobalaminas por el método
de cilindro placa; uno de ellos fué la presencia de metionina. Este ensa
yo es satisfactorio para determinar vitamina B-12 en materiales biols-
gicos.

Un método para determinar vitamina B-12 en presencia de --
metionina, es el estudiado por Mlodecki Henry (29). La vitamina B-12
es separada de la metionina pot cromatografia en papel Whatman No. 1
por la técnica deécendente; el cromatograma es corrido de 3 a 17 hrs. -
con Butanol saturado con agua. Bajo estas condiciones la vitamina B-12
quedaba en el punto de salida y la metionina era corrida. Después de la
separacidn, la vitamina B-12 es determinada usando el método propues_
to por Harrison E,, et al ( 1951 } y Lustigman M, (26), Konsey J. {23).
La determinacidn estd basada en la cuantificacidn de Cobalto liberado en
la molécula de vitamina por el efecto del ozono. El tiempo 6ptimc3 de io-
nizacién es de 1 hora, Los iones de cobalto liberados son marcados por
cobalto radiocactivo y ellos son atrapados por cationes intercambiadores.
La actividad es medida y entonces son recogidos en contactos de una ---
ubstancia quimica como el EDTA, El EDTA absorvido es proporcional -
al Cobalto absorvido por el catidén intercambiador, la actividad es medi-
da con ayuda de una curva de calibracidén,

La diferencia en la respuesta de crecimiento de los microorga
nismos ensayados con vitamina B-12 fueron significativas. Los microor

ganismos ensayados por Cook Elizabeth (9) fueron los siguientes: Esche
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richia coli (), Lactobacillus leichmanii ( 4 ), Euglena gracilis (¢ )

(Qchramona malhamensis (4 ); las muestras utilizadas en el estudio --

pertenecen a higado y rifién, tratadas bajo las mismas condiciones que
el estdndar al que fueron comparadas, El higado evaluado con E ., coli
dié un valor alto comparado con los obtenidos con otros microorganis--
mos y geﬁeralmente en tejido de rifién. La experiencia se repitid v los -
resultados no fueron tan significativamente altos como aquellos obteni--

dos con L, leichmanii , E. gracilis_y O. malhamensis, que fueron ---

. .
mé#s bajos. Estas diferencias fueron mds grandes que las respuestas es_.

peradas y no pudieron ser explicadas pof las diferencias de especifica--
ciones y.sensibilidad de los ensayo;'con microorganismo, KEste efecto, -
fué explorado en una tentativa para encontrar explicacidén de las varia---
ciones en el aumento de crecimiento de la respuesta.

Después de haber estudiado diferentes métodos, se eligieron -
los que nos manifestaban mayores ventajas en la determinacién de vita--
mina B-12, en forma polivitaminicas, de estos se eligieron uno que nos
permite cuantificar la vitamina B-12, mediante una previa separacidn;el
otro nos permite cuantificar la vitamina B-12 en forma directa, Hacien-
dose al final un andlisis estadistico de los resultados obtenidos con el --

fin de observar cual nos propone mayores ventajas.

Métodos Propuestos.,

1. - Método Fisicoquimico.
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Este método se basa en la separacién y valoracién de la vita_
mina B-12 en mezclas farmacéuticas complejas; mediante el empleo --

combinado de las resinas de intercambio idnico y espectrofotometria, -

(11)

- Material y Reactivos.

Espectofotémetro Beckman.
Columna de vidrio con llave 17 x 2 cm.
Resina de Intercambio idnico "Amberlita IRP 64" Resina sin-

tética de intercambio catidnico; esta capacidad deriva de los grupos 4ci

dos carboxilicos presentes. Puede ser utilizada bajo la forma de dcidos

libres o convertirla rdpidamente a sal sddica por tratamiento con hidrd

xido de sodio, en esta forma la resina efectla reacciones de sales de --

dcidos débiles y bases fuertes. En las dos formas cualquier cation absor
vido puede ser desadsorbido ficilmente, tratando con £cidos minerales ~
diluidos, se obtiene una eficiencia de 100%.

Propiedades fisicas y quimicas. - El equilibrio de la amberli_
ta es afectado por la accidn de altas temperaturas, siendo la temperatu_
ra mﬁxima'de‘ 100°C., y un incremento en el pH de 10, & sea tiene un in
tervalo de pH de 5 a 14, La Amberlita es estable quimicamente en pre-~-
sencia de dcidos y bases fuertes; solventes aliffticos y aromdticos; reac
tivos oxidante y reductores.

Esta resina puede ser regenerada lavdndose con fcido clorhi-
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drico o dcido sulfirico de 1 al 5%, en forma de flujo inverso, o agitdn-
dose fuertemente y dejdndose eﬁ reposo para que sedimente y eliminar
el sobrenadante sucio, estos lavados se repiten hasta que el sobrenadan
te-resul’pe claro, posteriormente deb\»e lavarse con agua bidestilada para
eliminar el exceso de a.cide:zi (42).

Dioxano - Acido Clorhidrico ( 60 ml de dioxano fjlo mil. de --
dcido clorhidrico normal + 30 ml, de agua destilada ).

Acetona;. 85% ( 85 ml de acetona -+ 15 de agua destilada).

Solucién reguladora de pH 4 ( 65 de citrato de sodio + 60 g de
dcido citrico + agua destilada 1000 ml ).

Cianuro de potasio al 5% (5 g de cianuro de potasio G.R. + 95
ml de agua destilada ).’

Acido citrico al 10% ( 10 g de 4cido ciirico + 90 ml de agua --
destilada).

Acido clorhidrico 0.1 N

Hidréxido de sodio 1 N

Preparacién de la solucién ES'téndar de referencia.de Cianoco
balamina USP.- Pesar 10 mg de cianocobalamina pura o el equivalente
a 100 microgramos de cianocobalamina estdndar de referencia, previa--
mente se::ada por 4 horas. Llevar la muestra a una matraz aforado de --
100 ml. y disolver con una mezcla de dioxeno - dcido clorhidrico » agua

(60 - 10 - 30 ml), ya disuelto se afora el matraz; en esta solucidn se --
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tiene una concentracién de 100 mcg. Esta solucidn debe ser refrigera—
da y usada con precaucién después de 30 dias, ya que la potencia puede

variar,

Solucién del estdndar de trabajo.- De la solucidn estdndar de

referencia de cianocobalamina USP se deja que tome la temperatura am
biente v se toma una alicuota llevdndose a un volumen deseado, segin la
concentracién final que se desee, para llevar al volumen se utiliza la --
mezcla dioxano dcido clorhidrico - agua, esta es la solucién que se utili

za para leer en el espectrofotémetro.

Preparacidn de la resina, - Cualquier absorbente para su uso

debe ser previamente activado. La resina empleada, se activa de la si-

guiente manera: Se coloca en un matraz Erlenmeyer con tapa 25 g. de la
resina; se le agrega agua destilada y se agita durante varios minutos. De
jar réposar una noche. Separar el liquido sobrenadante. Repetir el lava
do cada 10 minutos, hasta que el liquido resulte claro. Agregar 100 ml,

de solucién de Hidréxido de sodio normal y dejar actuar durante 30 min.

Se separa la solucidn élca.lina ¥y se lava con agua hasta que el Hquido re-
sulte neutro. Agregar 100 ml. de solucién amortiguadora de pi—I 4y de--
jar actuar durante 30 min. Introducir la resina dentro de la columna -
preparada previamente con un poco de algodén de vidrio; este sirve para

retener el material sélido de la columna, mientras el liquido eluyente —
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circula libremente. Se vierte en el interior de la columna un poco de so
lucién amortiguadora, unos 2 a 4 cm. por encima de la lana de vidrio.
La resina suspendida en la solucién amortiguadora se vierte en la co -
lumna lentamente, lo que permite que se pose por la fuerza de la grave
dad hasta alcanzar una altura de 10 cm. Finalmente se abre la llave in-
ferior dé la columna para qué salga el exceso de disélvente contenido.
Agregar nuevamente solucién amortiguadora hasta qué el eluyente tenga
un pH 4. La altui'a del disolvente no debe exceder mds de 2 a 5 mm. so
bre el sélido, hasta el momento de introducir la muestra que se desea -
separar.

Preparacién de la muestra.- Se toma un ndmero de tabletas

correspondiente a 100 mcg. de cianocobalamina. Las tabletas son moli
das y puesto el polvo en un matraz con 25 ml. de solucifn amortiguado-
ra mds 25 ml. de agua. Este volumen puede variar segun la cantidad de
polvo a disolver. En este caso las grageas eran puestas en el matraz -

con la cantidad de solucién indicada y agitadas mecanicamente por 60 -
min. § un poco m#£s hasta disolver completamente las grageas. La sus-
pensidn es centrifugada durante 30 min., y el lfquido sobre nadante se -
coloca en la columna previamente preparada, el residuo se afiade a la -
columna. Cuando la vitamina B-12 se encuentra en forma de cobalamina
es conveniente tratar con cianuro de potasio al 5% segdn la técnica de -

Van Melle (44). Cuando la muestra ya ha sido disuelta y separado el so
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brenadante se afiade 5 ml de cianuro de potasio al 5%, la mezcla se po ~
ne en bafio de vapor durante 15 ~ 20 min, Después la suspensién se en -
fria y se ajusta el pH entre 4 - 6 con 4cido citrico al 10%, por precau -
c¢i8n debe dejarse bajo la campana por 20 min. ya qué hay desprendi -

miento de dcido cianhidrico,

Se coloca la muestra en la columna, pasando el liguido a ra-
z8n de 50 gotas por minuto. Lavar la columna con solucién de £cido -
clorhidrico 0.1 N, hasta que el eluyente resulte incoloro. Lavar con so
lucidn de acetona al 85% hasta que la misma salga incolora (aproxima-
damente entre 50 - 100 ml.), finalmente lavar con d&cido clorhidrico -
0.1 N hasta que la acetona haya sido totalmente eliminada.

Elucién de la vitamina B-12 y determinacidn espectro fotomé

trica. Pasar a través de la columna 20 ml. de la solucidn formada por
la mezcla dioxano - 4cido clorhidrico. Recoger en un matraz aforado
de 10 ml. y completar el volumen. En esta solucidn se encuentra toda
la vitamina B-12 présente en el problema. La solucién obtenida se lee -
en el espectrofotémetro comparada con la solucidn estandar de trabajo

y usando como blanco de referencia la mezcla dioxano dcido clorhidrico.
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Cdlculos. - Para determinar la cantidad de microgramos de

vitamina B-12 obtenidos por unidad, se utiliza la siguiente formula:

C.U, -_Aprobl. X C X  _Dil,
A ot St. M
Donde:
C.U. - Concentracién obtenida por Unidad en meg.
Aprobl, . Absorbancia de la solucién problemz.x.
A st - Absorbancia de la solucién estandar.
Cst - Concentracién de la solucidn estandar en mcg/ml.
Dil, - = Dilucién final de la muestra.
M = Muestra,

Para 1llevar a cabo el estudio de esta técnica se realizd una -
revisién de las solubilidad de los componentes de las muestras en estu-

dio. De esto se prepard un cuadro que estd a continuacién,



ligeramente soluble

Bty b4 5 Q Y
SUBSTANCIAS > 5 9_5 5 (821w g% . w0
[4 o by e 3e| 0 8 B 5
® ’O_ i g o so " e |E‘ ¥ I®
Mononitrato de tiamina [ - - - g g - - -
Riboflavina £ - - - - - - - _
Cloruro de Piridoxina c | ¢ - e g g - - -
Pantetonato de Calcio c - c ~ e c c - -
Cianocobalamina c d - - - - - - -
Niacinamida c c - - e e - - -
|Acetato de vitamina A e e - - e e - - -
[Vitamina D2 g - - c c c - - -
Sulfato cuprico [ e - - - - - - -
Sulfato Manganoso o g - - - - - - -
ISulfato de Magnesio c | g - - - - - - -
Joduro de Potasio e c [ c - - - - -
1A cido citrico c | d c - c [ - - -
Sulfato ferroso [ g - - - - - - -
A cido Folico d d d g g g - - -
[Fluoruro de sodio clg - - - - - - -
Fumarato ferrosoc [ c - - - - - - -
Cloruro de Calcio [ c - - - - - - -
Manitol c e - - - - - - -
SOLUBILIDAD DE LOS COMPONENTES DE LAS
MUESTRAS,
muy soluble menos de 1 a)
facilmente soluble de lal0 b)
soluble de 10 a 300 c)
poco soluble de 30 a 100 )
)
)

muy poco soluble
insoluble

de 100 a 1000
de 1000 a 10 000
mas de 10 000

datos no reportados en la literatura.
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II. - La actividad de la vitamina B-12 determinada por el uso
de ensayos microbiolégicos, generalmente ha sido complicada. Unos es
tudios demostraron que la vitamina B-12 producia un desarrollo consi -

derable usando la mutante de Escherichia coli, 113-3, que fué aislada

por Kocher (22). Se estableci§ una curva de dosis respuesta, encontran
dose una gran sensibilidad de este microorganismos a concentraciones -
relativamente bajas de vitamina B-12, comparados con los requerimien

tos de metionina para los ensayos especificos de B-12, Davis y Minglio-

ni (10) observaron la posibilidad de usar la cepa de Echerichia coli en -
ensayos especificos para vitamina B-12, ya que el crecimiento de esta
bacteria en ausencia de la vitamina no era satisfactorio.

Medios y Reactivos. -

Agar Minimo. - Glucosa purisima 6 g.
- Agar en hilos 20 g.
Se disuelven los componentes en cax;tidad suficiente de agua,
vy se llevan finalmente a 1000 ml., se esteriliza a 1150 C. durante 20 -
min,

" Solucidn salina de Lederberg. -

Cloruro de amonio 20 g.
Nitrato de amonio ) 4 g.
Sulfato de sodio 8 g.

Fosfato dipotdsico 12 g.
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Fosfato monopotdsico 4.

Sulfato de Magnesio 0.4 g.

Se disuelven los ingredientes y se llevana 1000 ml. con agua
destilada, esterilizando a 120° durante 20 min. En el momento de la dis
tribucién sobre las placas se mezclan tres partes de Agar minimo con -

una parte de solucién salina de Lederberg.

Nota. - Este medio existe en el mercado y equivale a la mez -
cla de Agar minimo con la solucién salina de Lederberg.

Minimal Agar Davis { Difco 0544 )

Dextrosa 1g.
Sulfato de Amonio 1g.
Fosfato dipostdsico 7 8.
fosfato monopotdsico 2 g
citrato de sodio 0.5 g.
sulfato de magnesio 0.1¢g.
Agar 15.0 g.
pH final 7

Resuspender 26.6 g. del medio en 1000 ml. de agua calentar
a ebullici6n por unos minutos para disolver bien, esterilizar a 121° du -

rante 15 min,
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Medio Tripticasa soy agar (Difco)

Digerido pancredtico de la caseina 15 g.
Peptona 5g.
Cloruo de sodio 5g.
Agar 15 g.
pH final . 7.3

Pesar 4 gramos del medio y disolver en 100 ml. de agua des-
tilada. Calentar a ebullicidn para disolver completamente, esterilizar

en autoclave por 15 min. a 212° +

Solucidén extractiva de metabisulfito de sodio,

fosfato disddico 1. 29 g.
Acido citrico 1.1 g
metabisulfito ’ 1.0 g.
Agua 100 ml.

Esta solucién debe ser preparada cada vez que va a usarse,

Alcohol 3 A.- { 5 ml. de alcohol metilico ¢ 95 ml. de alco -
hol etilico),

" Solucidn salina isotdnica.- 0. 85 g. de cloruro de sodio disuel
tos en 100 ml. de agua destilada.

Preparacién del Estadar de Cianocobalamina USP, -

Una cantidad de cianocobalamina referencia estandar previa-

mente seca durante 4 horas. Se disuelve en alcohol 2l 25% (25 ml. de -
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de alcohol 3 A + 75 ml. de agua bidestilada ). Cada mililitro de esta so-
lucién contiene 1 meg/ ml. de cianocobalamina pura. Debe ser refrigera
da y no usarse después de 60 dias de su preparacidn,

Preparacidn de la solucién estandar de trabajo.

Tomar una alicuota de la solucién Estandar de Cianocobalami-
na, y agregarle el 25% del volumen final de solucién extractiva de meta -
bisulfito de sodio. Poner en la autoclave durante 10 min. a 121° [ . para
extraer, enfriar yv aforar con agua bidesti.lada para llevar a la concent'rg_
cién deseada.

Preparacién del Microorganismo & Inoculo, -

Microorganismo usado: Escherichia coli 113-3 ATCC11105.

El germen es conservado y trasplantado sobre un medio rico como Trip-
ticasa Soya Agar, en tubo inclinado.

Partiendo del tubo de mantenimiento se siembran nuevos tubos,
que se dejan incubar a 37° C. durante 15 a 18 horas aproximadamente.
Se vierte sobre el tubo de culti vo solucidn salina isotdnica, para recoger
el germen, esta suspensidn es centrifugada durante 10 min., se retira el
sobrenadante, y se vuelve a resuspender el germen, la suspensién obte -
nida se lee a GSOMdebe dar el 10% de transmitancia poco mds § menos,
Con esta suspensic’)n se inocula al 1% el medio.

Preparacidn de las cajas. -

Se utilizan cajas de Petri de 100 X 20 mm,, esterilizadas en
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estufa a 160° . durante 2 horas. Se distribuye sobre las cajas 15 ml.

del medio que sirve como base. Se deja enfriar y se le agrega 10 ml, -
del medio con el inoculo. El medio durante la distribucién debe mante -
nerse en Bafio Marfa a 48 - 50°, Se dejan las cajas enfriar para poder

colocar los cilindros formando un hexagono regular.

Preparacién de la Muestra. -

Una cantidad estable de material acertadamente pesado. En
2ste caso, un determinado nimero de comprimidos es molido con la so
lucién extractiva de metabisulfito de sodio, por cada gramo 8 mililitro
de muestra se agaden 25 ml. de la solucién de matebisulfito, La mez -

cla obtenida se extrae en autoclave durante 10 min. a 121° . , enfriar

la muestra y aforar al volumen deseado. Si hay particulas insolubles,

la muestra se centrifuga § filtra. De la solucién clara se toma un volu-
men, llevandose este a un volumen final que contenga 12 misma concen-
tracién que la solucién estandar de trabajo. Esta solucidn se coloca en

los cilindros que deben ir distribuidos de la siguiente nanera:

Conc. Baja

Estandar

Conc. Alta Conc. Alta

Muestra #1

Conc. Baja - Conc. Baja

Conc. Alta

SISTEMA (2 + 2) Dosis
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Cdlculos. -

Calcular la relacidn entre las dosis elegidas con la férmula si

guiente:

donde:

D = relacién de las dosis

Di

1}

Dosis menor seleccionada

B2

"

Dosis mayor seleccionada

A continuacidn aplicar las férmulas estadisticas normales uti-
lizadas en las pruebas bicldgicas relacionadas a DOSIS - RESPUESTA,

para el métodode ( 2 -+ 2 ) dosis.

Calcular las diferencias de acuerdo con las f6rmulas (1) y

(2).

o
i

(Sl+ SZ) _(P1+ Pz) “““““““ (1)

o
]

(S, + Py} = (83 # Py) —cmmmmmenw- (2)

S = Difmetro promedio de crecimiento correspondiente a la dosis me -
nor seleccionada del estandar.
S; = Didmtro promedio de crecimiento correspondiente a la dosis ma -

yor seleccionada del estandar.

P; = Didmtro promedio de crecimiento correspondiente a la dosis menor
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seleccionada del problema.

P, = Didmetro promedio de crecimiento correspondiente a la dosis ma-

yor seleccionada del problema.

DETERMINACION DE LA RELLACION DE ACTIVIDADES (R )

A .
M = logD ~F~ -e--ee-osboo-ao- (3)
R = antilog M = c-ecmccmaceaann- (4)

CALCULO DE MCG POR COMPRIMIDO:

MCG /C _R.C.F, PM,
- M

C = Dosis mayor del estandar { meg. )

F Factor de dilucién correspondiente a dosis mayor.

i

PM = Peso promedio de los comprimidos.

M = Peso de la muestra problema.

Nota: Cuando el problema es menor que el estandar se usa 1/R.
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CAPITULO IV

PARTE EXPERIMENTAL

I. - Separacién Cromatogrdfica y determinacién Espectrofoto

métrica.~ Con el objeto de ajustar el método, se efectuaron varias -
pruebas tentativas; tomando en consideracién, altura de la columna, -

procedimiento de preparacién de la muestra, concentracidn final, usan-
do como muestra cianocobalamina en gelatina al 0.1 %, qué se usa co -
mo materia prima en la preparacidn de los productos en estudio,

Comprobacidn de la Ley de Lambert Beer. - Se prepararon

varias muestras de estandar y problema a diferentes concentracilones,
Para efectuar esta operacidn, se tomaron muestras de cianocobalamina
en gelatina al 0.1 % preparadas como se describid en la técnica, 1lleva-
das a concentraciones que van de 2,4, 6, 8, 10 mcg.

Las soluciones obtenidas fueron leidas contra un estandar de
cianocobalamina USP a 361,7;/. Los resultados fueron graficados, obte-
niéndose asi la comprobacién de la Ley de Lambert Berr para cianoco -

balamina, como lo muestra la grdfica No,1
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Correlacién entre los puntos de la curva de Lambert y Berr.

» (X-N{2
No. IX = megd ( X-M) |(x-Mm) Y (Y-M)l{v-M)2 Yy-Mm}$
1 1 4,16 17.31]] 0.031 | 0.0933 ] 0.0086 0.3828
2 2 3. 16 9,991l 0.058 | 0.0663 | 0.0044 | 0.209
3 4 1.16 - 1.35[] 0.085 | 0.0393 | 0.0015 | 0.046
4 6 0. 84 0.714 0.140 | 0.0157 | 0.0002 | 0.013
5 8 2. 84 8.07)] 0.198 | 0.07371] 0.0054 1 0.209
6 10 4, 84 23.42110.234 | 0.1097 ] 0.0120 | 0,531
z ;

31 60,851 0. 746 0.0321 i.396

M 5.16 0.1243

Correlacién entre puntos

1.396 _ _1.396 _  0.997

_{dx.dy ) -
- ~ 1,956 = 1.40 -
de 2. dy 2

r, — para dos variables y 4 grados de libertad (n- 2)

Tt (p 5%) = 0.811,
ry & 14 .". hay correlacién entre los puntos.

Pendiente de la recta

b . {dx. dy } _ 1,396 _ 0.022

-

dx < 60.85
Conclusidn, - re > rt esto significa que los puntos tienden

a situarse en linea recta.
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Muestras en estudio. - Las muestras utilizadas pertenecen a

dos grupos de policitaminicos.

Vitaminas con sales minerales ( Férmula: GVSM )
Grageas

Vitaminas con fluoruro de sodio { Férmula GVFS)
Vitaminas ( Férmula: CV )
Comprimidos Pedidtricos

Masticables Vitaminas con fluoruro de sodio (Férmula
CVFS).

Se realizd una revisidn de la solubilidad de los componentes -
de las muestras en estudio, con el objeto de ver si los solventes elegi -
dos eran los adecuados. Esto se comprobd ya que todas las vitaminas se
encuentran en forma de sales solubles en agua, excepto la vitamina D-2,
qué se elimind con acetona; y los componentes insolubles se eliminaron
por centrifugacidn en las grageas y por filtracidn con vacio en los com -
primidos.

Se probd también que no era necesario el tratamiento con cia-
nuro de potasio, ya que la vitamina B-12 se encontraba en forma de cia -
nocobalamina, y se mantenia la muestra en medio Iigeramente dcido (so-
lucién amortiguadora pH 4 con agua destilada).

Las determinaciones efectuadas eran comparadas con una subs
tancia de referencia preparada con cianocobalamina pura Lote 404, pesan

dose 10 mg. y preparado como se indic8 en la técnica.



35

10 mg. {10,000 meg de B-12) ————> 100 m!. ( 100 mcg/ml. )

10 ml. { 1000 mcg ) > 100 ml. (10 mcg_ ml. )
Esta solucién estandar final fué utilizada para realizar todas

las determinaciones,

11. - Determinacién Microbidlogica, Método cilindro placa:

Microorganismos Escherichia coli 113-3 ATCC 11105,

Con el objeto de ajustar el método se efectuaron varias pruebas tentati-
vas, tomando en consideracién el microorganismo, la vitamina B-12 v
el volumen del medio base y de inoculo.

Se realizé una serie de determinaciones a diferentes concen -

traciones de cianocobalamina, con ¢l objeto de poder seleccionar las con

centraciones finales mds adecuadas,

Zona de
Dosis crecimiento
meg mm
G.05 16.26 — Cl
¢.08 16.87
0.1C 17.25
0.15 18.60
0.20 16,45 — ¢

.0.25 20.47
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Las concentraciones fueron elegidas porque la diferencia en-
tre las zonas de crecimiento es significativa; ademds las dosis en el -
sistema (2 + 2 ) deben seguir una progresidn.

Muestras en estudio. - Se utilizaron muestras del mismo -

lote que para el método Quimico, excepto para la f6rmula GUSM.
Todas las muestras fueron tratadas igual, extrayendose la vitamina -
B-12 con solucién de metabisulfito de sodio y separando las sustancias
insolubles por centrifugacidn.

Se efectuaron 4 determinaciones por dia, colocandose en ca-
da caja de Petri el estandar y dos muestras; repitiendose esta operacién
3 veces, para obtener 6 datos por determinacién. Estandar y muestras
se prepararon como se indicé en la técnica.

Pesandose para el estandar 19.53 mg. de cianocobalamina en
gelatina USP conteniendo 5.12 mcg/mg de cianocobalamina pura, llevan
dose a 100 ml. para obtener una concentracién de 1 mcg/ml.

Para los dos métodos y cada grupo de muestras se realizé un
blanco que contenia todas las vitaminas excepto cianocobalamina, y una
serie de determinaciones. )

A continuacién se exponen los resultados obtenidos con los -

calculos estadisticos correspondientes.
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“METODO QUIMICD: ~KESTIT ADOS EXPERIMENTATRE ™™

GRAGEAS POLIVITAMINICAS GRAGEAS POLIVITAMINICAS
Férmula: GVSM Limites 4,5 - 5.5 Férmula:' GVFS Limites 2.3~3.0 mcg
x DI X x5 ;

No| Ag P Ap Cst Di No AS AP XEx Cstx Dil '

t Ast cp M o t Ast M %
1 0, 253 0,096 4,74 mcg 94.8 1 0,068 0,062 2.52 mcg 91. 1
2 0. 253 0.097 4.79 meg 95,8 2 0,068 0. 065 2,71 mcg 95,5
3 0,225 0,092 5,11 mcg 102. 2 3 0. 068 0,066 2.72 mcg A 97.0
4 0,225 0,087 4, 83 mecg 96,6 4 0. 063 0. 059 2.65 mcg 93.5
5 0,201 0,083 5.15 mcg }{103.0 5 0,063 0, 056 2.52 mcg 88.8
6 0,186 0.071 4,77 mcg 95,4 6 0. 054 0,048 2.47 mcg 87.3
7 0.186 | 0,081 | 5,44 mcg |108.8 7 0. 054 0. 050 2.62 meg 92.5
8 0,186 0, 079 5.30 mcg 106, 1 8 0,054 0.052 2.73 mcg 96,2
9 0.180 0,072 5,00 mcg 100. 0 9 0. 054 0.051 2,68 mcg 94, 2
10{, 0,180 0,077 5,46 mcg 109.3 10 0, 054 0,050 2,62 mcg 92.57

COMPRIMIDOS PEDIATRICOS COMPRIMIDOS PEDIATRICOS
Férmula: C. Y. Limites 2.4-2.9 m{lg F&rmula:; CVFS Limites 2.4-2.9 mcg
A A, x Cst x Dil i
No St P i) wst x il N ASt§ Ap AEX Cst x Dil
Ast  Cp M o Ast cp M %

1 0. 205 0,080 2.43 mcg 97.5 1 0.181 0,080 2,76 mcg 110.4
2 0. 205 0,088 2.68 meg ]107.3 2 0, 181 0,080 2.76 meg 110.4
3 0,205 0.086 2,62 mcg 104. 8 3 0.181 0,084 2,90 mcg 116.0
4 0, 205 0,090 2,74 mcg 109.7 4 0,075 0,072 2.57 mcg 102. 8
5 0,196 0,077 2.45 meg 98. 2 5 0,175 0,074 2.64 mcg 105.7
6 0.196 0.080 2.55 mcg 102.0 6 0,175 0,080 2, 86 mcg 114, 2
7 0.181 0. 075 2.58 mcg 103, 5 7 0,175 0,080 2. 85 mcg 114.2
8 0,181 0,072 2,48 mcg 99,4 8 0.175 0.079 2, 82 mcg 112. 8
2 0.181 0.083 2.86 mcg |114.6 9 0,175 0.075 2,67 mcg 107.1
10 0.181 0.079 2. 72 mcg 109.1 10 0.175 0.071 2,53 mcg 101, 4




METODO; Cilindro-placa MICROORGANISMO: Escherichia coli 113-3 ATCC 11105
PRCDUCTO: Formula GVFM LOTE: ML 722
POTENCIA TECRICA: 4.5 mecg, | MUESTRA: 4 Grageas = 6..1550 g
G @ — MHom/ Cy = 2 G mreg o/
ILUCIONES: (ol > 20 et Cr —p. A 228/l
ESTANDAR: Potencia 1.0 meg/ml MUESTRA. /773 27
RS /=2 &0 2/ C) = 0.08 meg i/
DILUCIONES: /2 o/ 3 g o/ Coo = 0. A~ 4282 L/
Diamétro de zona de crecimiento ( mm. ) é M(o. 05) M0, 02) {Fmeg/c.
Estandar | Oy | B AVBL /3 111501136 ()2 214/ 0 (/34
AV RV TRV ARV ARV RV AV /L7
Muestra | & |0 (/3.8 1)3.61/3.8 /54130 /4 |/3.7
6100 | G| 2\ W2\ 7Y\ OV E & | - MY 48T
N A Ay AV A A ERAVER AR 2X R WA
Al AN A AV RV XAV Ay 7 I
ﬁEstanda; 0/ \ B0 /YD /3.0 . 21/3.01/3.0 | /7.2 | /3. *~
CoAl\ 2\ PV YO 1 /70 1/90 | /92 |\ /A2 /f £
Muestra | O/ | /3.4 /5. 2113 /3.0 /3.4 2| f0.8 | /7. &
s Jsaop | LALLM Y WA /70106 \ ML\ 2L S | Fo¥
Mocsten |l |28 L0 |0 1o plpap s | S/ 2 | 150 |
ELTYTNECANEY (W f (S50 N\ 2NN N0 /T | S 07
Bstandar | 07 104 |\ W0 V10 \ w2\ imy v 778 | 4o
bl 2090 (/22 )28 (/7.2 |\ E |\ #T 2 /7.
Muestra | 0/ S0 S 2\ S5 F Vforo (8 N\ b N TV A (ST
L8O, Cp il (NS A~ /F NI E NP0\ SO (7 Eo | IO
uestra . | & 148 Vol po0 oy Lpoy \img | v |40 o
b Loty | Co) /72028 \AY V7.0 /9 £1/28 | /6L /7S | 4
Estandas Oy /o298 /620 38 iz /oo | S p (/78 |
Col )20 |\ o0 |20 |27 VN84 PP \ V3L /72
Muestra | &7 |fFp (I 2 | /AL [ S Y (IS W56 | T8 2 | 4T O
Lurdop| b\ ME\/2V (57 (/7 L1 /70 (/221058 /5/ (Fs/
Muestra’ | O 145t \jrd |40 Vo \ oo s | 1o \im2 |
g to20p \ Coippf (V20 \ML | 2Y V9.0 95 |52 /TD g A
[Estandar | &) /3¢ (fof |40 \fonf (Jrg |0 | T/ P /e 3
Crl/7é \ Wb\ /20 (/22| /04 |\ VEA | s
Muestra |Gy (450 \ P \Jss 0 \/4F Vag | 928 | /077
s pago ||/ /821728 | 120 1/as 50 |z 0 )73 | 4Pz
\twestra’ | & |t |8 | iro Lod (od Lol ot | Jom i |
5./4-@% G l/20 | Wf V2L \ L/ ()29 |\ g o /LA | APO




METODD: Cilindro-placa

Microorganismo:

Escherichia coli 113-3 ATCC 11105

PRODUCTO: Formula: GUFS LOTE: ML 249

POTENCIA TEQORICA:

2.25 - 3 mcg,

MUESTRAS:

7 Grageas,

9. 3160 g.

DILUCIONES:

s
2Ol —F 422 s/

b = 005 72 G fors/

ESTANDAR: Potencia 1.0 mecg/ml

A = 0. A /x/z//ﬂ/

MUESTRA:

AR o

A I/ = T2 it

[/
by = o0 288 S/

DILUCIONES: /2 ./ —rg0 ../ Ph 20,2 i sl
Diamétro de zona de crecimiento { mm. ) = Mo os) Moo, 02) Paca/c

Estandar |\ /2E8 130 1 /3.0 26 2 \pd | 7 & | /2 7

bl Jp o\ p. 0\ 0.0 0.8 (/6.0 ) 701974 oz
Muestra | Y\ 2.0 V2L \d (50 g\l | s A~ | /2T
930 | bl b p |\ b 01170\ /7 C N\ s |87\ 77 At o3 | 300
Muestr'z Ol p e\ RA N\ d \ g N\B2 |30 287 |\ /27 '
TG00, e\ f A\t PN b \ 2L 20 N\ ppf | fpo A~ [E DL TT
Betandar | U 1 189 3.2 sl i3\ 182\ 150 | 08 ¥ |15.2

Col g plfor? Lt s\ g 2l vl 778 2l
Muesira L&\ 30\ ppolrliay s alsal 290 | 132
73050, L\ b8 b |\t Vbt \ e o\ 2.0 T4 & [E. X7
Muestraa G\ /3.61/38 (/3.0 /3. Y /3.0 | fo.0 | /3.3
7. 3800, L) 2 Npnf \ b ol b 2 L (421582 /o33 | L. 7/
otandas LU L\ Wt W E L8 1y \yr \a il | 177

Ci\ A0\ 205 \20.0 (a8 \Q) b \ 26\ 7T 2/ 27
Muestea (Y 125N V)2 P\ 0 P V28 | wed /74
7. 2800 Ca \A) 2o \AL L ) Y\ ENAXLD (A6 | 2L & AL | 257
Muestra(/ Gl 20 i \ YN B e F\wé. o | /AL
73099 | il M | /LA N2\ (2T 2 AT | L IC
wetandar L&\ 4 17 i\ s\ izl i2d \prs \wr e |07

o 20 2ANRL O N0 -V N Y (2L O [ 2 L P&
Muesira | & |27 N2 NS V/2FE /70 (/70 \ 3.5 | /2 &
7.3/20 \ lld0 6 A4 E 1) fo \ LA LR Z |2 | 2l & L) Fp | A PF
Macstea |G NM O V)70 \J2 L \JEZY N8 (2 |\ ¥ 6 | /2%
7 5/00 | L0 P (ALY N )P |\ N A NI | 28-S AL 3.0
Estandar | O | fmo | Ao\ £ N8 (AL (vt \ o | /5

il Jp e\ N2 O e /7 | J2F |\ 2L 2 Jf 200
Muestea | Q0 | A2 | SO\ o2\ 2 \WF \JL | S & /5
75090 Wl jzd el (o |\ M2l d8r 124\ 078 V154 |2 25
Muestra | U\ 2|50t \ o | YL | o |\ e |Fé & | 7Y
73000 |Calpt s \p0e \fE |JL 0 V82 g2 \ 458 fgs | SPT




METODO: Cilindro-placa MICROORGANISMQO: Escherichia coli 113-3 ATCC 11105
PRODUCTO: Formula: CV LOTE: MM 203
POTENCIA TEORICA: 2.4 . 2.9 mcg/C{ MUESTRA: 8 comprimidos = 4.1500 o.
A &y = 20T mop s/
DILUCIONES: R =7 105 r/ l2 = . 2 poogdi!
ESTANDAR: Potencia l.o mce/ml MUESTRA: /293 g
AT i) 2y 2O L/ by = O oI s sz*/
EILUCIONES: SO ) —m I ,,'/ {JL = 2.4 'W/‘,”‘/”/ )
Diamétro de zona de crecimiento ( mm. ) 2 M(O. 05) ‘M(O. 02) chg/C
Estandar | &/ | A0 | 0.2 (AT G | /T VS50 | Jo0 | T30 | fpnT™
N p (20 (222 | )98 /9% /94~ | 120.Y A0 D
Muestra 4 RV N AL N # @T"/ Ao | TS A /ST
S 000 |l /300 | /7. \io. VN aopo \ /72 \ /T 2\ 2 F [FE | L0
Muestra | L7 | AT\ & (47 & | prp (478 Uy | 787 | A5 '
Vs vp (|l j7 ¢ | 10.6 /70 \io5 /28 (200 | .S /78 | L 2O
Estandar | U\ 6| f20 \ (0 |/ (I 4o | T2 O | A
| 70| ,/2 & |12 |f07 |Fo.0 (/28 0.8 /7S
, e - y 4
Muestra |[H /270 (L \ASL | Jnd (fol | (£ L | DT -
Y poo0 (6o /98 0L |5 F VaLl | H T (200NN E | ST E LD
Muestra .g/ /éﬁ",// WL A E Vo4 ,L/fi‘f/ S P TS L A £
A pr0Y NV b N L V)G NT0NSEY SOV AT SP 2 | LTO
Estandar (:7/‘ AL O A0 & (,Z// Eyy e czﬂdy /7277/ (//af-)
a2\ 1 3.0\ 12 (18 £ | 250 | 150 | /%S AYI
Muestra & AL AL A A A~ A/ ozﬂdo 72/6’& /0447’;/ L/ A - -
Y IIfo V| 50\ 43.0 | 430 | 45.0 |25 8 (087 | ST A AYST | g LT
Muestra (f/ ,,Z/,,Z- r‘i/O UZ/JZ) 01/'7 (7Z07§ /7Z07*() /pzf:'f VZ/’ v
L /TY0 || fFF |18 p I8 L L 2s0 278 V.o A 2 |2 I~
Estandar | 0/ g8 |2l 270 (AL | 2208 |ZL 0372 & | AL/
Cal ) O \RLTONAI O LY & 114 £ | AL/ T Y R
Muestra | U |\ LL 2N LD 4\ Ll.0 258 QAL W) 0 | LBH £ (ALY
V950 1o | AL 280 (2L L LY 7 |25 AL (453 D LI (LTI
\estandar (Y| S V120 YV (220 |78 20 |72 | J2F
a0 2=\ po- 2\ 2 \fo 8 2o f (200 |\ 2/ % A A
Muestra | U /2L V)22 Nt (a2 (50 (o)l | 28 ‘.
VS50 Vb | RO\ 20.0 |RO.2120. 8200 | 2022|121 2 20.9 |20
Muestra | &\ e\ A\ 44 VY 125\ 28 Vs, & | oo
Y- ko0 | Col 20 N 200 |\ 202 | L. 1 20.0 |\t A~ Lt )4, AL £ | 2 43
Muestra |1 | AL/ G 326 (908 (2t L\t3 Y | 590 | 105 |
VS0 | Caddf 21\ 70 2L O IO\ NS0 | frgm & AL 7 AL



METODQ: Cilindro-placa  MICROORGANISMO: Escherichia coli 113‘_3 ATCC 11105
PRODUCTO: Formula CUFS LOTE: MM 234
POTENCIA TEORICA: 2.4 - 2.9 mcg/C. MUESTRA: 8 comprimidos = 4.1500 ¢
f & A0 b = 20T e o/
DILUCIONES: R e I P dt = & f g Laf
ESTANDAR: Potencia l. o mcg/ml. MUESTRA: 1953 mag.
LD = 0/ &r = OO et/
DPILUCIONES: LE o =5 00 b2 = 2.2 et fn)
Diamétro de zona de crecimiento (mm, ) = M(n 05) M(n‘,@z;_..f{__rr_l_gglg__
Estandar | $ N /20 \ 22 b L /o N\ op s \n s ) s 7
by 2.9 /9.5 | po. 2 i/ﬁ() 9P N0 E\ 7 S 7 7
Muestra LU M EN22 N\t N popl pf V170 At o | é S
Y g0l /88 N\ Y\l b0 8 /S 20 &\ /5 & /77 X ZE
N VA VAP YA VTR VA VARV 2T AV, 7N e
A g Vil /G e N\ ap o /G F WA 98 AL L va s /7-F | A X3
Estandar | & | /3.0 1/3.0 /3.8 /340 /200 /3.0 L 79 | /3. 2
B (akpf LN 2 V2 8Nt | 25 N MR L /7.0
Muestra | & Ny V3.2 pad | pplisalpe | 297 | 152
PR A VR VA VR VAl VARV Vi [2- 7§ L EE
Muestra (47 | /3.0 /3.0 40 V0.0 W28\ ad |\ 7728 (/33
AR WO VA A VIR W A VA VAR VIR V) Sk (2.7 N2 F3
Estandar |7/ § /3.0 8 /25 V2.4 8340 /3.41)3.7 | £L. & /3.
R (22 VA VB VTR VR R VAR VAV /72 X
Muestra | Cs | /3.2 0.9 /3.4 V3. LV/ 30 /5 4\ 2G4 A | /3 A
o2 B RIS NI VeV R V. Vr 2R VR VI R Vst A P
Muestra | & V2.8 /28 1 /3.0 V3.4 V54 \ 3.8\ F4 ¢ | /5.5 |
R R PR WA VAl Ve VIV R VXAV AV XA, R PN 4
Estandar | & | /7.8 (A0S g2 2N pp 6\ /| 72\ V5.0 | /98
R A A R ARy A 4 AT
Muestra |0/ \ /9.8 WM 0270 V10 0490\ 208 \ w7 L) /58
AR ER A PR A e B e 2 P A P A e A AF.7 |2 22
Muestra | 0/ |\ 2001 40.6| /96 /941 /7L /57 \ Wl & |\ /97
A YIS NN KB eI HENIS N2 AN LYo (13 £ w2 25 Y |2 52
Estandar | U |02 194150 Vbt V1se /98 | por s | Jo 2
(2l y3.8 V28 PNLY N2 E | 22 £ |22 59 2 PR ]
Mucsira | V200 1/981/9 4 V20018 & 208\ ) 0 | /9 £
Y prpo | b5 b |\ g2l Vg 3.0 23834\ 08 | 1574 2o |7
Muestra | (/| TNV OV L Ny o\ 2220wt | /70
A /Y5 | Gl 4O\ 258V 8 |23 d | pa g | 234 | pp & 3.9 207 |
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ANALISIS ESTADISTICO COMPARATIVO

Producto: Férmula GVSM Lote: ML722 Limites: 4, 5-5.5. mcg
METODO QUIMICO METODO MICROBIOLOGICO
No.| X=z(mcg/g) (xX-M)| (%- f\-/;t)z X=(mcg/G) { %-M) (X-ﬁ_/i)z
1 4,74 0.31 | 0.0961 4, 84 0.23 0. 0529
2 4.79 0. 26 0. 0676 5.10 0.03 0. 0009
3 5.11 0. 06 0.0036 5.04 0.03 0. 0009
4 4. 83 (.).22 0. 0484 5.08 0.01 0. 0001
5 5. 15 0.10 0.0100 5. 05 0.02 0. 0004
6 4.77 0.28 | 0.0784 5.16 0.09 | 0.0081
7 5. 44 0. 39 0.1521 5.38 0,31 0.0961
8 5,30 0.25 | 0.0625 5.42 0. 35 0. 1225
9 5. 00 0. 05 0. 0025 4,83 0,24 0. 0576
10 5. 46 0.41 | 0.1680 4, 80 0. 27 0.0729
= 50. 59 0. 6892 50,70 0.4124
M 5, 05 5,07

Desviacién Estdndar

Cldx?® a[0.6892 o 276 (=ifdx?  o\[o.4124 . o, 213
no1 9 n-1 9

Error
e 8 .0216 4087 e:_L 0.213 . 9,067
\]T 3,161 \[n_ . 161
Varianza V = a"z = 0.076. V= 0‘2 = 0. 045
Prueba de "T"
b= M- M . 35.05-507 . 002 002 . ¢ yg

Velt e |/0.007640.0045 Vo.01220 0.110
t(p=5%) = 2. 10 . . diferencia no significativa
Prueba de ""F"

vis 12102 . 9081 poa Y. _0:061 . 345
18 v 0. 0455

F (p25% ) . 3.18 . ., diferencia no significativa.
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ANALISIS ESTADISTICO COMPARATIVO

Producto: Férmula GVFS  Lote: ML 249 Limites 2,25-3.0 mcg.

METODO QUIMICO METODO MICROBIOLOGICO
No. | X:(meg/G) | (%) | (¢ M)°|| X:z(meg/p) | (x-8) | (xW°
1 2.52 0.10 {0,100 3, 00 0.18 0. 0324
2 2,71 0.09 |0.00814 2.55 0. 27 0. 0729
3 2.75 0.13 | 0.0169 2.77 0. 05 0. 0025
4 2. 65 0.03 |0,0009 2,91 0. 09 0. 0081
5 2.52 0.10 |0.0100 2. 84 0.02 0. 0004
5 2. 47 0.15 |0.0225 2. 80 0. 02 0. 0004
7 2,62 0. 00 {0.0000 2. 85 0.03 0. 0009 .
8 2.73 0.1t {0.0121 3.00 0.18 0.0324
9 2.68 0.06 |0.0036 2,69 0.13 0.0169
10 2.62 0.00 |0.0000 2. 87 0. 05 0. 0025
z 26, 26 0. 0841 28,28 ' 0. 1694
M 2. 62 2.82

Error
es 0 2 0:09% 40305 e = (o 0137 |4 043
V'n 3. 161 ‘)D 3. 161
Varianza V = ¢ = 0.0093 V = ¢ = 0.019¢
Prueba de ""T" —
. 2.62 - 2.82
pe MM 8 =0:20 - 384

Vet e {/0.0009 + 0.0018  0.052°
t(=5%) = 2.10. " . diferencias significativas
Prueba de "Fv vVt = 0:.233 0.014 F=YE. 0014 _y 505

18 v 0.0093

F (p-5% ) - 3.18 . ", diferencias no significativas.
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ANALISIS ESTADISTICO COMPARATIVO

Producto: Férmula CV Lote: MM203  Limites: 2.5-2.9 mcg
METODO QUIMICO METODO MICROBIOLOGICO
No. | X=(meg/C) | (x-#) | (x-30)% || Xz(meg/c) | (x-8) | (x.M)
1 2.43 0.18 | 0.0324 2,40 0.18 0.0324
2 2. 68 0.07 | 0.0049 2.40 0. 18 0.0324
3 2. 62 0.0t | 0.0001 2.40 0.18 0. 0324
4 2.74 0.13 |0.0169 2.50 0,08 0. 0064
5 2. 45 0.16 |0.0256 2.71 0. 13 0.0169
6 2.55 0.06 | 0.0036 2. 55 0.03 0. 0009
7 2.58 0.03 | 0.0009 2,65 0. 07 0. 0049
8 2,48 0.13 |0.0169 2. 82 0. 24 0. 0576
9 2. 86 0.25 |0.0625 2,78 0. 20 0. 0400
10 2.72 0.11 |0.0121 2.63 0. 05 0. 0025
z 26. 11 0.1759 25, 84 0. 2264
M 2.61 2.58

Desviacién Estfndar

¢ =y Ldx2 21101759, ¢, 139 (:'[dxz =\’ 0.2264 . (. 160>
n -1 9 n -

1 9
Error
e=__6:_=_0_.l3_‘L = 0,044 e=£__=_0.;l'r.’_8.§,:0.050
Vn 3. 161 Vn 3. 161
Varianza V= ¢® = 0.0195 Veg?=o0.02 =

b d IITII —_ —
Prueba de M -F . 2.6l 2.58 . _0.03 o 455

t =
Ve? —eZ |b.00195--0, 00251 0. 066
t(p=5%) = 2.10 . ", diferencias no significativas

Prueba de "FV  Vie 0:4023 _ o 022 Fe ¥t - 0:022 . ;128

18 v 0.0195

F(p=5%)=3.18 . . diferencias no significativas.
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ANALISIS ESTADISTICO COMPARATIVO

Producto: Férmula CVFS  lote: MM234 Limites: 2,4-2.9 mcg
METQODOQ QUIMICO METODO MICRIOBIOLOGICO
No. | %=(meg/C) | (x| (x-)* || %= (meg/c) | x-3) | (x-M)?
1 2.76 0.03 10.0009 2,46 0.13 0.0160
2 2.76 0.03 | 0.0009 2.43 0. 16 0. 0256
3 2.90 0.17 10,0289 - 2,66 | 0. 07 0, 049
4 2. 57 0.16 |0.0256 2,84 0.25 0, 0625
5 2. 64 0.09 [0.,0081 2,60 0,01 0. 0001
6 2, 86 0.13 |0.0169 2, 64 0.05 0. 0025
7 2.85 0.12 10.0144 2,60 0.01 0, 0001
8 2.82 0.09 ]0.0081 2.40 0.19 0,0361
9 2,67 0.06 {0.0036 2. 69 0.10 0.0100
10 2.53 0.20 10.0400 2.59 0,00 0. 0000
x 27,36 4 0.1474 25.91 0.1587
M 2,73 2,59

Desviacién Estdndar

(: d..’.‘_z’.. -1/0. 1414 = 0.127 6:/ dx? :vo' 1587 = 0.132
. 9 Vn-i 9

nel
Error
e= 0 = 0.1278 - g, 040 es L = 0:132 . g 042
Vn 3,161 wn 3.161
Varianza V = OZ =z 0.0163. V= 0‘2 = 0.0176°
Prueba de "T" ¥ . i
be MM L 273-2.59 | 0.14 _ , .4

Vel 4 e“ VO. 001634 0.00176 0.058
t(p=5%) = 2.10 . . la diferencia es significativa

Prueba de "F'" Vt= MG.A...: 0.017 F= Yt - 20017 1043
18 ¥ o.0163

F(ps5% )= 3.18 , * . diferencia no significativa.
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CAPITULO V

COMENTARIOS

La separacifn cromatogrdfica es efectiva para determinar Vi-
tamina B-12 en formas farmacéuticas complejas, y es aplicable a mez_
clas que contienen colorantes, pues €stos se eliminan lavando con HCL
0.1 Nylas sustahcias liposolubles se eliminan lavando con acetona al -
85%.

Es recomendabie aumentar la altura de la resina a medida que
aumenta la complejidad de la muestra, pues la cianocobalamina queda -
retenida en la parte superior, pero tiende a desplazarse, pudiendo origi
nar pérdida én la fijacién cuando se realizan los lavados previos a la .-
elucién,

Respecto al método Mircrobiolégico cabe decir que el microor_
ganismo crece en forma abundante con pequefias concéntraciones de vita
mina B-12, presentando un halo definido rodeado por otro difuso, esto -
se debe a que el microorganismo crece en presencia de metionina que se
encuentra presente en el medio, sin embargo es facil diferenciar el
halo correspondiente a la muestra.

Respecto al anélisis estadistico podemos observar:

1. - Los resultados obtenidos tanto en el método quimico, como
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en el microbiolégico, no presentan diferencias significativas, conside--

rando un p= 5%, o sea una probabilidad del 5% de error.debido al azar.

2.- En la fé6rmula CVFS se encontré una pequefia diferencia, -
en la prueba de "students' t,= 2,40 ' te= 2. 10, que no llega a considerar
se significativa. Esta diferencia puede considerarse como un error de -
manipulacidn, que se comprobaria efectuando nuevamente las experimen

taciones.

3, . Por otro lado la dispersién de valores para todas las mues
tras no es significativa considerando la prueba de 'Fisher", con una pro
babilidad del 5% de error debido al azar; esto se comprueba porque las

Fe < Ft.

4, . Por lo tanto los resultados de ambos métodos son compa~

rables, pudiéndose utilizar cualquiera de los dos.



CAPITULO VI
CONCLUSIONES

Los métodos propuestos para la determinacién de vitamina --
B-12 en formas farmacéuticas polivitaminicas son aceptables, pudiéndo
se extender para cualquier tipo de polivitamihicos.

Como recomendacidn sefialo lo siguiente:

a), - Para pruebas de rutina en el laboratorio debe preferirse
el método microbiolégico, va que es reproducible dentro de 1fmites muy
pequefios y consume de 15 - 18 horas, representando cuando mucho, 4 -
horas quimico en la determinacién de una o varias muestras, el resto -
del tiempo calculado comprende el tiempo de incubacibn, lo que permi-
te que puedan analizarse mayor ntimero de muestras en el mismo tiem-
po.

b). - El método quimico, como se observs en el estudio esta-
dfstico, es también favorable, pero presenta el inconveniente de ‘que el
nimero de muestras para analizar es limitado, por el gran consumo de
horas quimico necesarias para la elucibn y valoracién. Por otro lado el
tiempo en que se obtienen los resultados es grande ya ciue varfa de 10 a
15 horas, de trabajo efectivo segdn la complejidad de la muestra por --

analizar.
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