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RADIÓLISIS DE VITAMINA 812 

INTRODUCCIÓN 

La viLlmina B1; (ci.ant.x-nbalamina) t..~ C'sencial para la dieta humana .. La 
deficiencia de esta vitamina produce una s(ntcsis defectuosa del ADN 
en cualquier célula que intenta la replicación cromosómica y la 
división. 
Clfnicamcnh.:- Ja carencia de esta vitamina se rt .. ~onocc por su efecto 
sobre los sistemas hematopoyético y nt..'rvioso. 
En Ja naturaleza.. la única fuenh .. • original se encuentra en ciertos 
microorganismos '-lue crecen en el such.'l, por lo que los productos 
vegetales están librt..•s de vitamina Bl~ a menos que estl-n contaminados 
con cst\.lS n1icn.K,rgani~mos, de modo que los anin'la.lcs dependen de la 
síntt..."'SLOJ en su propio tracto aliment.:irio. En el hombre, la vitamina B1:! 
sintetizada en el inh.-shno grueso no L~lá disponible para la ...ibsorción, 
y el requerimiento nutricional diario que t...~ de 3 a 5 rrticrogramos, debe 
obtenerse de subproductos animales c...'"n la dieta. La vitamina B1~ se 
obtiene de prepar..:idt."JS de L'Stórnago de cerdo u otros J.nirnalcs 
domésticos. Las principal.._•s fuentes son el hígado, rii'\ón y corazón de 
cerdo. 
La vitamina B1:- en pn .... "St..·ncia del ácido gá..-;.trico se libera de las 
proteínas a las t.¡uc cst.á ligada y vuelve a unirse al factor intrfnSt...~o, 

que es una glucoprotcina~ que liga y transporta ..1 la cianc.:x:obalarn.ina. 1 

una vez fonn.:sdo este complejo llcg.:l entonces al flcon, donde 
interactúa con un rt ... "Ccptor '--Spt..."Cifii.:o sobrL' lJ.s c~lula~ de J..:i muco~a 
íleal. Los preparados purificados de factor intrinscco se estandarizan 
según su capacidad para promover la absorción de vitamina (3 1 ~. 



Fórmula condensada: 

Su fórmula estructural: 

H,NOC 
'c11,-Cll,·· 

_..c11, 
11,NOC 11,c:·· .. 

11,c 
11 

/Cll, _. 
H,NOC 11 

.·· 
c·11, 
I 

11 ,...c11, 
--c:11, 'coNll, 

11 
Cll, 

,....cu, i 11 
ºF Ñ*c11, 
NH 11--{' 

c(r, ? N -n 1 .• 
1 ,. 11 

11,c-:;.c, /ll' 
lt oºº 011 

JI 

·11 

Nomenclatura: 

Vltarnina Bu(Cianocobalanúna). 
5,6-dirnctilbcnzint.idazol cianocobarnida. 2 

R=CN 



Propiedades físic.is: 1 

La vit'1!1Una B., purificada es un polvo higroscópico 

Rojo oscuro 

Poco soluble en agua 

Es muy estable a Ja temperatura ambiente 

Puede ser autoclaveado durante 15 minutos a 121 ºC 

Es sensible a Ja luz 

:::x:>1uOti1daü: L25g/iüü ITil en agua, soluble en alcohol e insoluble 
en ac~tona., ~ter y cloroformo 

Propi.,Jades qu!J1Ucas: : 

La vitamina B1;? se encuentra en 3 diferentes estados de oxidación 
para el átomo de cobalto, los cuales son Co(I), Co(ll) y Co(lll), 
siendo el JTiás estable en la forma de Co(lll) 

PrcsC'tlta 3 máximos de absorción: 278,, 361 y 550 nm en la región 
visible-ultravioleta 

Las tres formas son altamente coloridas y tienen un espectro de 
absorción en luz visible y ultravioleta 

La vitamina B12 es más estable en soluciones ligeramente ácidas,. 
entre pH 4.5 - 5 

En soluciones acuosas la vitamina 81;;? se deteriora en presencia de 
agentes oxidantes ( KMnO,, H;,C>,, etc:.) 



Ra.dioesterilización de medican1entos 

Por un largo ticmPo se ha considerado que la energía ioni7.antc ejerce 
efectos JctalL>S sobre J..is bacterias, principalmente a través de acciones 
dirt-.~las. CC'n cJ progrL~o en investigaciones radiobiológicas. llegó a ser 
obvio qu~ la acción dirf...""Cta no es el único mt..--canismo en la destrucción 
de bacterias con energía ionizante, Yil que los radicales libres formados 
indirectamente- por la reacción de la radiación con el medio pod.rlan 
tambi~n conbibuir mucho en la destrucción de microorganismos. Por 
tanto, t..--s irnporbntc considerar los factores que pueden influenciar tos 
efectos indin.~tos de Ja radiación ionizante S<."Jbrc los microorganismos, 
conioson: 

1. El tipo de ambiente pn ... 'Scnte t..•n el producto a L-steriliz.ar. 
2. Temperatura. 
3. El grado de hidrat.lción. 

Otros factort..-s importantt.-s a considerar, de acuerdo con Jos dentás 
ml!otodos de esterilización.. considerando la eficiencia de la 
esterilización por radiación depende de: 

1. El número y tipo de microorganismos contaminantes presentes en el 
proceso. 
2. Las condiciont..--s ambientales en que ocurre el proct.~. 

La dosis adecuada de radiación esta d~~crminada por la carga 
microbiana del producto, asf como la n.tturalcza del medica.mento, 
para evitar daftos en Ja estructura de tal producto. 
Éste es un punto crucial de interés, ya que se debe buscar la dosis 
mínima de radiación para la inactivación rrucrobiana. La dosis de 
inactivación estará dada, no sólo por la cantidad de microorganismos 
presentes .. sino ¡:x>r el tif'-, de rn.icroorganisn1os que se encuentren. 
Se han hecho estudio~ \.{Ue demuestran que la radiación ionizante 
inicialmente produce una degradación .:J nivel de ADN, la cual genera 
Ja muerte cclular.7 En general los investigadores han encontrado que 
las bacterias son más resistentes a las radiaciones cuando l..~t.á.n secas 
que cuando t.>stán en presencia de humedad. 



Electo de la radiación gamma sobre diferentes ... ~pecies bacteri•nas 

~ han realizado estudios comparativos acerca del cft...~to qul!' ejerce la 
radiación ionizante sobre varias t..-spc.acit..-s bacterianas. AJ igual que 
otros agentes a.ntibactcria.nos (ÍL"nnl, óxido de etilcno. calor), St..- observó 
que los rn.icroorganisn1os esporulados, como por cjt!mplo Bacil/us 
cereus, Bacil/11~ s111'tilis. Clustridit1n1 sporogenL'S, entre otros, prt.~>ntan 
una rrlil)"Or rL·sL~tencia hacia la radiación gamrt"Lil que los 
microorganismos vcgctativ<.">s. M 

Estudios rt..~ientes indican qut..• un.i Josis de 10.0 kGy dC' radiación 
gamma t..-s suficiente para eliminar Jos actinonticctos de alimentos y 
productos alinicnticiL"">S de origen anizn.al.Q Por otra parte, también se 
encontró que la dc._""tSis letal Je radiación gamma para algunas 
enterobactcrias como ~a/111011dla typ/Ji en presencia de aire y polieti.Jen 
glicol, es Je 0.2 a 1.0 kGy 11l, a.si como para una concentración de 4 x ID-' 
esporas/g la dosis de t.-sterili7..ación es de 2.5 a 4 kGy. ~ 

La. elección de la dosis para la L-sterili7.ación depende de la 
conr.:cntración de ni.icr~"">rganismos pn.-sentt .. -s en la muestra, asf como 
de las conJ.iciones del medio (temperatura, presencia o ausencia de 
oxigeno, grado de hidratación). 

La dosis letal empicada depender.a de las condiciones del medio en 
que se encuentre el ITlicroorgani..-.mo_ por lo que debe estudiarse el 
efecto que causa la radiación gamma individualmente para cada grupo 
de microorganismos. 

Serratia rnarcescrn~ 

Uno de los objetivos de este proyecto t...""S el encontrar Ja dosis ddecuada 
para la eli.rrtinación de este núcroorgan.ismo, suponiendo que se 
encuentra contaminando la vitamina 812 en solución acuosa y en 
estado sólido. Para comprobar que la vitamina 812 rcalntente ha sido 
esterilizada (ausencia de microorganismos viables), se efectuarán las 
pruebas de <->stcrilidad correspondientes. 
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Este 1nicroorganismo fue seleccionado para hact?r las pruebas de 
esterilidad. ya "lUt.." st. .. trata de una cepa intrahospital .. -,ria del biogrupo 
A-3/8 biotip'' ,\!:lb. 

Es una bactcri.:t patógena. alt..-i.mente ¿igresiva que puede desarrollarse 
en cui!lquit."'r mt.."dio inhóspito. es decir. en au~cncia de nutrientes 
necesarios p .. 1r .. "l su crt.~in1icnto, es muy resistentc a agentes 
dcsinfcct .. 'lntcs tales con10 clorun.1 de bcnzalconio, ácido sórbico. 
clorhc=-..idin .. 1. -...te. también rcsistt._.,. a la acción de los antimicrobianos va 
sea por la prcsc. .. nci .. 1 1..lt ... t.-..nzim.1s n11.~f..iificadoras o destructoras de l~s 
antibiótico~. 

Este n'licroorganismo rcsistt .. ~ d procesos utilizados para la 
esterilización .. como es el uso de ó,h.Jo dt! ctileno. 1'

1 

Son bacilos Gram (-). de 0.5 a 0.8 i1n1 dt!' Jiámt!'tro, que pertenecen a la 
familia Je las Enlt.·robactc.:riacc.'llc.', son anacróbicos facultativos,. sus 
colonias por lo general son opacas y pucdcn desarrollarse casi en todos 
los n1cdios de cultivo. 
Pueden crecer a tcn1pcratur.:is cntrt..~ lO'"C y 37 ··e a pli de 5 a 9. 1ll 

La aplicación de la radiación ionizante en la industria .. cada día es más 
amplia,. en la actu.:slidad es utilizada para la t..--sterilización de 
medicamentos, conscrvacion de productos alin1cnticios,. cosmCticos etc. 
de ahf la gran importancia de la Qufrnica de radiaciones en este campo. 
Es de interés el buscar nuevas técnic.:is para la cstcriliz.ación de 
medicamentos y la radiación ionizante es otra de las opciones. La 
vita.mina B1i en solución inyectable es esterilizada por microfiltración 
en la Industria Farm...lcéutica según CFR .. pero como todos los procesos 
de esterilización ofrecen ventajas y dt...•..;.ventajas,. por Jo que la 
irradiación podría ser una de las técnicas por su facilidad Je manejo 
utilizada durante el proceso de esterilización. 



OBJETIVOS 

1. Estudiar el grado de descomposición de la vitamina B12 en solución 
acuosa >~ en estado sólido. 

2. Estudiar el efecto de la concentración en soluciones acuosas de 
Vitamina B1:? a dosis fijas de radiación. 

3. Calcular el % en pérdida de la vit.imina B1~ a diferentes dosis de 
irradiación en solucion<..~ acuosas y en estado sólido. 

4. Cálculo del valor G" de descomposición de la vitamina 1312 en estado 
sólido y solución acuf.-.sa. 

5. Si suponemos que una mu1..~tra de vitamin01 B1~ se encuentra 
contaminada con Scrratia 1narccscL·ns. Encontrar la dosis adecuada para 
su esterilización tanto en solución acuosa como en el t..""Stado sólido. 
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1.1 Definiciones bii.sicas 

Para tener un m.ayor conocimiento sobr~ Ja descomposición de la 
vitamina B1: inducida por la radiación ionizante es nL""Ccsario definir 
los siguientes conceptos. 

Qutniica dr: radiaciot1r.•'f': Es el estudio de las transformaciones quírn..icas 
inducidas pt...,r la rad..i~1ción ionizante en la materia. 

Radiaciótr iCltii::iuitt.•: Es la r..-iJiación que ticnt.• la energía suficiente para 
ionizar o excitar a los átomos con que interacciona, en ésta se incluyen 
la radiación provcnicntc de núcleos radiactivos (rayos y partículas CL y 
fl), partículas de alta. energía cargadas (electrones.. protones, 
Jcutcroncs) y la radiación elcctromagnl!tica de longitud de onda corta 
(rayos x con una longitud de onda menor a 250 nm y 1..-ncrgía mayor a 
SOeV). 

Radiólisis: La descomposición de una sustancia causada o inducida por 
radiación ionizante. 

Rendintierrto radiolítico: Es el número de moll!culas forTI\adas o 
destruidas por cada 100 eV de energia absorbidos. Se denorrtlna valor 
G.' 

Número de moléculas transformadas 
G- X 100 

Dosis 

Para calcular el valor G, la dosis deberá expresarse en electronvolts por 
gramo (cV g-1). o electronvolts por mililitro (cV ml·'). 



Valor Gº o valor G inicial: L~ el rendimiento radiolftico obtenido 
cuando la dosis absorbida tiende a cero. Se determina por la 
extrapolación a dosis O de la gráfica valor G vs dosis absorbida. 

Unidad ... ·s 

La dosis de radiación absorbida por un material que ha sido irradiado 
se expresa en tié'mtinos Je la cantidad de cncrgfa qut..• este absorbe por 
unidad de n'\a.Sa. La unidad de dosLs absorbida es el joule por 
kilogramo U kg- 1). la cual ha sido denominada como Grcys (Gy), de tal 
manera que la dosis absorbida por un material se expresa en greys o en 
alguno de sus múltiplos: kGy = 10' Gy, MGy = 10" Gy. 

La unidad antigua de dosis de radiación t...-S el rad el cual fue definido 
como erg g- 1 o 10·' Jkg- 1, Por lo quc 1 Gy es igual a 100 rad y su 
equivalencia en cV g t es 1G)· = 6.24 x 1015 cV g-1."' 

La dosis emitida por unidad de tiempo se denomina intensidad Je 
dosis absorbida (o también razón de dosis absorbida} y las unidades 
son Gy s- 1 , expresada nurnialmente Gy min-1. 

Radiació11 gamma: Los rayos gamma son un tipo de radiación 
electromagnética de origen nuclear con longitud de onda en la región 
de 3 x 10 11 m a:::\ x 10-D m. r-:.s más común expresar la radiación en 
tl!rminos dt.!' energía qut..• en tl?nninos de longitud de onda, por lo que la 
relación entre longitud de onda y energía (..>s; 

he 
E-

Donde h es la constante de Planck, c es la velocidad de la luz, y A. es la 
longitud de onda. Al sustituir las constantes :t 

1.24X1()-<> 
E= 



'" 
Es nt.:"Cesario con<.Xcr el poder Je penetración ..te 101 raJinción pur lus 
propósih..'lS de su aplicación por ejemplo pnra In raJiocstcrillzación Je 
proJuctos rnl!Jicos, n'lalcrial quirúrgico, l"'lc. 
En un n1cJio dado, el alcance de la rac..linci6n c.lcpcnJc de su tipo y 
cncrgla. Entre los tiJl".-"">S Je radiación ionizante, los rayo!" gan'lmn son 
los «.¡uc presentan un mayor poJl!r Je penetración (Fig. 1). Estos 
pucJcn atravesar grandes distancias aun en un nu .... Jio Jenso., por 
ejemplo se requiere un espesor Je plon10 Lle 15 ccnlln1ctros para 
reducir la intensidad de una fuente y por un factor Je 5000. 5 

oo:ta e 

retan c .. nun• 

Hot• dir 
alum•n•o 

Fig. 1. Poder Je penetración relativo Je raJiaci<>ncs alfa. beta y gamnY>. 

Cuando la radiación gamma pasa a través Je la n1Altcria sufre absorcibn 
por interacción con los áton1os Jcl rnatc-rial absorl"tCnlc-. 

El resultado es un decremento en la intensiJaJ ~le la radiación 4uc está 
en función de la distancia recorrida a travl-s c.lel 111al«.'rial absorbente y 
de la naturaleza del misnu:>. La ecuación del dccrcnu.'nto en la <.-nc-rgfa 
del haz incidente Je radiación es exponencial y ~e t.."xprc-s.a: 



donde: 

1-l·e-..._ 

In--- ==-µx 
¡. 

1· es la intensidad del haz incidente de radiación 

== la intensidad despul!s de atr.avf...--sar una distancia x a través 
del material 

µ - coeficiente de atenuación linear del material 

11 

El coeficiente de atenuación linear del material, µ t...>s un valor que 
depende además de la naturaleza del material absorbente, de la energía 
de la radiación y sus unidades son crn-1 . Para una radiación de 1 MeV 
el valor de µ para piorno, agua y aire, expresado en cm·l es de 0.797, 
0.0706 y de 7.6 x lfr5 n.>Spectivamentc. > 
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1.2 Radi6lisis del '"gu .. 

Debido a Id importancia del agua y de soluciones acuosas en procesos 
quún.icos y biológicos, la dL~omposición del agua par la radiación ha 
sido estudiada t!Xtcnsivamentc."' 

Cuando el agua sufre un proceso de radiólisL~, se presentan tres etapas 
principalmente. 

En su primera etapa se producen iones y moléculas excitadas según 
las siguientes t..-cuaciones: 

H,o -~-+ H,O• +e- (1) 

H:O ~-+ H,O" (2) 

En la segundi> etapa de la ri>diólisis del "gua. la molécula excitada 
H.20• se descompone rápiJarncnte dando origen a los radicales libres: 

H,o• -~-+ H• + •oH (3) 

El radical libre •oH se le denomina radical hidróxilo y al radical H" 
radical hidrógeno. 

El ión producido en el proceso (1) sufre una reacción con una 
molécula de agua. 

La especie H10• se le denomina ión hidronio. 
En tanto el electrón expulsado en la reacción (1) es rodeado de 

inoléculas de agua fonnánd08e el electrón hidratado eaq 
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Como tercera y última etapa. ocurren reacciones subsecuentes del tipo 
radical-radica) que dan origen a la formación de: 

¡-¡o· + Ho· ~,__,. HO-OH (ó) 

Se les denomina productos moleculares. 

En fonna global la descomposición radioUtica del agua se representa 
por la t.~uación: 

H:zC> ~-_,. ¡-¡• + ·oH + eaq + H, + H;zC>, + H,o- (7) 

Los eventos quhnicos que oc:urren en las soluciones acuosas irradiadas 
son estimados con los productos radioqutmicos (G '""" número de 
radicales,. átomos o molt.-culas formados por cada 100 e V) son: 

G(eiq) - 2.6, G("OH) = 2.6, G(l-h) - 0.45, G(H;zC>,) = 0.75 y G(H} ~ 0.55. 

Si además del agua esta presente algún otro compuesto, la cnergfa de 
la radiación es depositada principahnente en el agua. Los productos 
de la descomposición de ésta, a través de efect05 secundarios, 
reaccionan con el compuesto y origina nuevos intermediarios que 
producen Jos productos quimicos finales observados. n 



A."1TECEDENTES DE LA IRRADIACIÓN GAMMA DE LA 
VITAMINA B12 

2..1 Efectos de la radiación ionizante sobre la vitamina 812 

Proctor v Goldblith u realizaron estudios sobre el efecto de la radiación 
ioniza.nt~ sobre vitil.mina 81:? en soluciones acuosas de vitamina B12 y 
en leche cruda entera. Sus resultados se muestran en las tablas 1 y 2. 

Tabla 1. Efecto de la dosis sobre soluciones acuosas de vitamina B12 

Dosis (Gy) (%)Remanente de B12 (":.) Remanente de 8': 

2S 
45 
81 

146 

10 µs;t/rnl 15 µs;t/rnl 

68 
52 
35 
21 

77 
67 
52 
32 

Observaron una mayor descomposición de la vitarrtina B1:? a m¡iyor 
dosis de irradiación, asi como una mayor descomposición de la 
vibm.ina cuando se encuentra en una solución acuosa más diluida, 
concluyendo de cst.3. manera que la vitantina B1: en solución acuosa es 
relativamente r.:idioscnsible, es decir, los efectos de la radiación son 
indirectos. 
Para la leche cruda entera observaron que la dL"'SComposición de la 
vitarrúna B1:? fue m~s baja al disminuir la concentración de la. vitamina 
y las dosis empleadas de radiación fueron más altas que las utilizadas 
para las soluciones acuosas de vit..:imina .. por lo que esto puede ser un 
indiciitivo de que algunos de los componentes de 1.::1 leche protegen ..:i la 
vitantina de su descomposición. 



Tobla 2. Resultados obtenidos para k>che cruda entera irradiada 

Dosis (Gy) 

500 
1000 
2500 
5000 

(%)Remanente 0.0049µg/rnl 

100 
75 
67 
69 

" 

Proctor y Goldblith informaron que para J;:i k>che cruda entera la dosis 
de pasteurización es 1000 Gy y para su esterilización es de 5000 Gy. 1' 

Estudios realizados en 1972 por Bl.:Jckburn y colaboradores 14 sobre la 
acción que ejerce J.a radiiación ionizante sobre la vitamina B1:: en 
solución acuosa# muestran que la cianocobalamina es atacada por las 
especies producidas por lil radiólisis del "gua. 

El ec1q que es un podt!roso agente reductor actúa reduciendo el átomo 
central de cobalto (III) de la vitamina B1: " Co(II) (vitamina B1:r), ó 
hasta Co (!) (vitarninil B1:s). Este cambio puede revertirse con la 
presencia. de oxigeno. Por tanto el oxigeno puede proteger a la 
vitamina Bi: de un permanente daño como se indica en la tabla 3. 

Otro de los productos de la radiólisis del agua son los rildicales ºOH, 
los cuales a.l reaccionar con la vitarrtina B 1: producen una permanente 
degradoción, obteniéndose un compuesto orgonocobáltico caft., no 
coractcrizado. En lil tabla 3 se presentan sus resultados. 



16 

Tabla 3. Cambios en la densidad óptica a 351-361 nm en soluciones 
acuosas de vitamina B" irradiadas (dosis= 3.2" 1017 eV rrtl·'). 14 

Solución pH antes de oxidación después de oxidación • G(Bi:r) 

Sin O= 6.0 0.29 0.22 0.7 

10.0 0.27 0.16 1.0 

Sin O, 7.4 0.26 0.06 1.95 
+HCOO-

Sat. N:O 6.0 0.25 0.25 0.00 
10.0 0.24 0.22 0.20 

o, 6.0 0.17 0.00 
10.0 0.13 0.00 

•\.a (Bi::r): calculada de Jos cambios en molarid.id, cu..s.ndo las so1uciones irradiadas 
fueron oxidadas. 

Blackburn y colaboradores publica.ron que en soluciones de 

cianocobalamina saturadas con N:O, éste actúa atrapando al eaq que 
es un fuerte a.gente reductor, que como puede verse en la tabla 3, no 
hay una producción de (B1=r) a pH 6, mientras que a pH 10 el valor de 
G(B1=r) = 0.2, por lo que se ve una dependencia del pH para la 
producción de diferentes especies en la descomposición radiolitíca de 
soluciones acuosas de la. vitamina B1~. Cu.:ando tenemos 0:::? en la 
solución ocurre algo simil.:1.r que con el N::O, por lo que no hay 
producción de (B1=r). En soluciones desgasificadas, los e,.q quedan 
libres, reduciendo la vitantina B12 a B1=r, esto puede observarse por los 
valores G obtenidos en la tabla 3. (ver página 19. Efecto de otros 
solutos). 
Los productos reducidos pueden ser fácilmente reoxidados por el 
oxigeno, los cuales absorben en 351-36lnrn, indicando que sean 
probablemente la vitamina B1:r o vitamina B1=s (Co J). 
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Los ntismos autorL>s proponen un mecanisnio de reacción de los c,.q 
sobre la vitamina. B12. Sugieren que esta especie puede reducir con una 
interacción directa el átomo de cobalto de Colll a Coll, o 
indirectamente con el anillo corrinoide. Similarmente Jos radicales 
hidrógeno pueden reducir el átomo de cobalto con una simple reacción 
de transferencia dt...~ carga. 

Co(llf) + H" - Co(!I) + f-1* 

Por lo tanto la cian()Cobalamina reacciona con las especies producidas 
por la radiólisis del agua. la dcgradación t...~ atribuible a los radicales 

•oH y a los e•q· Los radicalC'S hidróxilo atacan produciendo un 
compuesto caf(!o no identificado, el cual es considerado como un 
producto exclusivo de la ciane>cobalami.na cuando sufre un cambio 
qu..irn.ico permanente. l...os radica.les hidrógeno y el I--I~ tienen una 
rninima conb'ibución. 

Por otro lado. la cianocobalamina en estado sólido es n"lás resistente a 
Ja radiación con una G(--cianocobalanüna)- 0.6. 

2.2 Efecto del pH en solucion- •cu- MJbre l.a vitamina Bu 

La concentración de produc~os radiollticos del agua depende del pH 
de la solución. 

Los tipos de equilibrio que son pH dependientes pueden representarse 
de la siguiente manera: 

Soluciones ácidas 

eaq+W- H" 



Soluciones nlcalinas 

(OH)•--. H• +o­

(HO,) __. H•+ o, 

•• 

De acuerdo a las especies producidas dependiendo del pH de la 
solución,. y con la estabilidad de la cianocobalanúna,, es conveniente 
trabajar a ~ pH ligeramente ácido. u 

2.3 Irradiación de soluciones .acuosas de vitamina Bu conteniendo 
diferentes 90lutot1 

Faraggi y Leopold 1,. realizaron estudios sobre los efectos de la 
radiación ionizante sobre soluciones acuosas de vita.Jnina B12 

conteniendo C02 y ter-buta.nol,. para atrapar al e•q convirtiéndolo a 
CD2- según la siguiente reacción: 

Por otro lado Blackburn y colaboradores 17 observaron que al saturar 

soluciones acuosas de cianocobala.mina con N:<:>, los eaq son atrapados 
por el N,O, pero al reaccionar "5tos se producen radicales ·oH de 
acuerdo con la siguiente reacción: 

¡.¡-

Cii"q + N:tO --. N, + ·oH + oH-
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Los radicales ºOH formados reaccionan s"gú.n los trabajos de 
Blackbum y colaboradores y de Faraggi y colaboradores (1973), con el 
ter ... butanol fonnandose una especie no reactiva hacia la vitamina 814 
por lo que se protege a la vitamina del daño permanente. 

2.3."l Vium..in .. 812 en presencia de formato de sodio desgasilicado 
con Argón 

En esta solución todos los electrones acuosos reaccionan con la 
cia.nocobalarnina, mientras que los radicalL>S •oH y los átomos de 
hidrógeno rcacck,nan con el formato Jando los radicales carboxilo 
co,-on. 

2..3.2 Vitami.u. Bu saturada con N2Ü 

En esta solución los electrones a.CUOS4.."')S reaccionan con el N:.-C), dando 
rad.icalt.>s hidróxilo, los cuales junto con los .1torr1os de hidrógeno 
producidos dirL'C'ta.mcnte por la radiación atacan la cianocoba.la.nl.i.na. 
Los c-o.Unbios en la absorción redondean en los 310 nrra.. indicando la 
ausencia de apreciables cantidades de B1:!r, aunque las trazas pueden 
haber sido formadas por la acción de los átomos de H. El dccrcmt?nto 
en la densidad óptica a 360 nm y los otros cambios son atribuibles al 
ataque de radicales •oH sobre cianocobalarnina dando el no 
caracterizado compuesto amarillo-café. t7 

2.3.3 Vitamina Bu e-n presencia de formato de sod.Jo 11aturad.a con 
N:zOóCO:z 

En ambas soluciones los electrones acuosos, radicales hid.róxilo y 
átomos de hidrógeno son convertidos a radicales co,-. Se produjeron 
cambios no significativos en la densidad óptica, dando una más 
amplia confirmación de que co,- no reduce la cianocobalamina a Bur. 
Los pequei\os cainbios a 313 nm confirman que el co,- no la reduce, 
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mientras los cambios a 360 nm indican algún otro ataque sobre la 
molécula bajo esas condiciones. 
La adición dt! uno o más solutos a los diferentes medios nos da una 
idea de como podemos proteger los compuestos d..- cobalto(III), antes 
rncncionadL""'5, evitando asf un daño permanente al grupo de vitaminas 
81~ buscando de t..astc modo la forma mAs eficiente de c..~terili.z..ación de 
soluciont..-s acuOSJ..S por medio <le la radiación ioni7.antc. 17 

2..4 El p.apel del H.z02 en la ra.djólisis de la vita.mina Bu 

En 1982 Kishore y colaboradores 1" t...~tudiaron Jos efectos del J-liü:i 
sobre la vitantl.na B1~ en soluciones acuos..."l.s neutras, observando que 
las principales diferencias en utili7.ar Ü:? ó N:C> reside en la producción 
de H;.-C>:? proveniente de la ra.diólisis del agua. 

Para ello, }.a._«; soluciones de vitamina B1:? irradiadas se llevaron a cabo 
bajo las siguientt...~ condiciones: 

(1) Soluciones saturadas de N,O. 

(2) Soluciones saturadas de N,O. adicionando inicialmente l-L-0::?. (La 
concentración de H:C>:z adicionado 4 µM. fue t.>seogido de tal modo que 
la cantidad Je J-1:<....""'>:! adicionado no compitiera con las espt..~es 
primarias de la radiólisis del .1gua). 

(3) Soluciones saturad"" con O,. 

En los tres siste~ anteriores las moléculas de la vitamina pueden 
reaccionar con los radicales •oH, y tambil?n con los .itomos de H en 

soluciones satura.das de N=<J, sin embargo, el eaq no reacciona, ya que 
es atrapado por el O, o el N,O. Sus resultados se muestran en la tabla 
~ . 
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Tilbla 4-. Efecto 1 ... k" J~l:LJ: sobre la descomposición de la vitamina 1312 en 
soluciones acuosas irradi .. 1.das -

Vit.. Solución satura.Ja Solución saturada de N::O Solución saturada 
con N,O conteniendo H::O:z con O:> 

G(-Vit) G(H,O,) G(-Vit) G(H,O,) G(-Vit) G(H,O,) 

81: 3.0 - 3.7 - 1.8 -

Como puede verse de Jos resultados de la tabla 4 el valor G(-Vit 812) es 
más alto cuando se adiciona H~ al sistema. Estos valores sugieren 
que ocurre una reacción entre Ja vitamina 8,, y el H,O, formado 
durante la railiólisis. El éxito de esta reacción fue directamente 
con.f:irrru:ldo en soluciones S.:l.turada.s de N:O conteniendo H~ ..... ya que 
en este caso hay un incremento en la descomposición de la vitamina y 
un paralelo con.sumo del H:O:!. 

2.5 Constantes de velocidóld de productos radiolíticos del agua y );o 

vitam.in.i. B1z. 

En 197-! Blackburn y colaboradores ' 7 indicaron que los electrones 
acuosos reaccionan con el átomo central de cobalto de la 
cianocobalarnina, dando como producto la vitarnina 81:r (Co II), con 
una constante de velocidad de k = 3.8 x 10 10 drn-' mol -1 s- 1 • 

Los radicalt ... >s hidróxilo reaccionan con l.:J cianocobahunina con una 
constante de velocidad de k = 6.5 x 10 º dm"' mol-' s·', produciendo el 
compuesto no caracterizado café-arn.arillo. 

De estos resultados se determina que el eaq reacciona principalmente 
con la vitamina 8,,. 
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Tabla 5. Va.lores G obtenidos por diferentes investigadores para la. 
vitamina 912 en solución acuosa 

Análisis Condiciones G(- VitB12) Rcf. 
(solución acuosa) 

uv 3.7 x 10-s mol L·' 2.6 H 

uv 3.0 x 10-s mol L·' 2.1.2 15 

uv Sat. con N:zO 3.0 ,. 

uv Sat. con Ch 1.8 '" 

uv Sat. N:O y H:::O:! 3.7 IS 

Según los estudios anteriores los diferentes investigadores coinciden 
en que la cianocobalamina en solución acuosa es fuertemente atacada 
por los productos de Ja radiólisis agua, por Jo que hay un menor daño 
cuando es irradiada "" estado sólido. este tipo de consideración debe 
emplearse para l?Studios posteriores. 

El u.so de otros solutos en soluciones acuosas de vitamina B1~ 
permitirían que la vitarrtina B1:? sea efectivamente esterilizada en 
solución acuosa por radiación ioni7_.:inte. sin que sea acompañada por 
cambios químicos importantes. 
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PARTE EXPERIMENTAL 

3.1 Reactivos: 

Vitamina B,,, obtenida de los Laboratorios Sigma Chernical C.O. 

Todos los dcm .. \s reactivos utilizados fueron de la más alta pureza, 
disponibles en el mercado. 

Se preparó agua triplemcntc destilada según la técnica usada por 
Draganic.f"> 

3.2 Prepar .. d6n de J..• muestr•s 

En Quhnica de Radiaciones se requieren de cuidados especiales como 
la pureza del agua, la limpieza de los contenedores para irradiación y 
preparación de la.-. solucionL~, ya que se involucran especies reactivas 
prescntL~ en muy bajas concentraciones., y cu.a.lquier impureza 
presente, compite con las espech .. 's reactivas y asf repercutir en los 
resultados obtenidos. Por consiguiente, todo el material de vidrio y 
contenedores para irradiación utiliz..ados son la.vados con detergente y 
agua corriente, posteriormente sumergidos en una mezcla de ácido 
nftrico-ácido sulfúrico durante una hora. Después son enjuagados con 
agua corriente,. agua dt...-stilada y finalmente con agua tridestilada. Se 
secan a temperatura ambiente y se llevan a una mufla a una 
temperatura de 300-350ºC por 30 minutos como núni..lno. 

Los contenedores para irradiación utilizados son ampolletas de vidrio 
de 1.2 cm de di.únetro y 4 cm de largo. 

El degasadn de las soluciones y el llenado simultáneo de las ampolletas 
para irradiación se hizo por medio de un dispositivo de vidrio 
conectado a través de una trampa,. a una bomba de vado. El aire es 
elinünado por la agitación y el vacfo, en un tiempo aproxiinado de 30 



minutos. Cuando se ha eliminado el aire,. se procede a llenar las 
respectivas ampolletas y taparlas. 

Las soluciont..--s de ctanocobalamina fueron preparadas con agua 
triplcrncntc dcstilad.:i. Las soluciones empleadas eran de diferentes 
concentraciones (1 x 10-::: mol 1 -1 a 1 x 10 ~'mol 1 1). Todas las soluciones 
acuosas irradi..idas fueron previamente dcsgasificad.as. El pH de las 
soluciont!S fue di! 4.5 y 7.9 respectivamente. Dado que la vitamina B1::: 
L~ sensible a la luz,. las soluciones se protegieron de la luz. 

Despul--5 de ser prcp~rada.._c; las muc.~tras fut..•ron irradiadas y analizadas 
inmediatamente por crornatografta Je Uquidos Je alta presión. 

Para las muestras de vita.mina Bt::: sólida, se pt..~ron aproxirrladamente 
0.01 g. 
Se irradiaron en el intervalo de dosis t...:ostudiado y se hicieron las 
respectivas diluciones hasta Ucgar a una concentración de 1 x 10- 5 mol 
1-1 para un análisis postt?rior por cromatografía Hquida de alta presión. 
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3.3 lrr;adi;oci6n 

3.3 .. 1 Fuente de il'T•di•ción 

La fuente radiactiva cmph.•¡uJa fue un irraJiaJor de r01;yos y del 
raLlionú.cliJo Cobaltcl-6() tlarn.."\Jn Gamrnaccll 200, que consiste 
bá..c.;,icameontc en una fut..•ntc dt...• forma .. tnular .. un blindaje Je plomo 
alrededor Je la fuentf.! ). una cavidad cilfnJrica (l-mbolo) t.1uc se mueve 
verticalmente a trav~s Jcl centro de las fuentes con una cámara Je 
irradiación .Je 13.9 cm Je larl~º por 8.9 cm Je Ji.'.\mctro, donde se 
coloca la muestra a irradiar JcsJc fuera. 

La actividad notninal Je la fuente fue Je 1.3505 x 10" Bq (3650 Ci ). En 
el momento Je t..o.sle estudio la intensidad Je la dosis fue de 1.6 
Gy /min .. determinado mediante el Josfmctro de Frickc."' 

Di•gr•m• de "G•m•c:ell 200" Fuente r•dioac:liv• de ~oballo 60 
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3.3.2 Dosimetrt. de Lo fuente de il'Tilldiaci6n 

Se determinó Ja dosis de radiación absorbida par medio del Dosimetro 
de Frickc, el cual consiste en una solución acuosa de sulfato fcrTos<> 10-' 
mol l l~ :tcido sulfúrico 0.4 mol 1 -1 y cloruro de sodio 10-' mol 1 ·1. La 
radiación induce la oxidación del jon ferroso a ion fl-rrico en pl-I bajo y 
en prt.!Sencia Je oxfgcno. El empleo Je cloruro de sodio es con el 
propósito dt...• reducir el efL"Cto dt...~ posibles i:npurcz..as. ~ 
El rendimiento radiolttico GcF .. 111 1 y el coeficiente molar de absorción & 

de los iont..."S férrico son conocidos para difcrc.-ntcs condiciones de 
irradiación y de ..inálLc;is. El incremento en la densidad óptica 
(absorbancia A) es determinada en un cspcctrofotómctro a una 
longitud de onda Je 304 nm y t.."S debido al incremento en la 
concentración de los ionL~ férrico. El incremento t..."S proporcional a la 
dosis absorbida hasta aproximadamente 200 Gy. 
La dosis absorbida D .. es determinada a una temperatura dada a partir 
de los incrementos en la absorbancia y de los valores canecidos Gff,..m) 
ye: 

o.-
GfF .. JIJ) e 1 p 

don Je: 
AA =r incremento en la absorbancia de la solución 

G(F.IIJ) - rendllniento rad.ioU:tico del ion férrico, (1.62 x lQ-6 mol J·') para 
soluciones con presencia de oxigeno y a 25 °C 

e - coeficiente molar de absorción del ion férrico (216.4 m2 mot-1 a 304 
runy2S"C 

1 - longitud del paso de la luz en Ja solución (lcm) 

p - densidad de la solución (1.024 kg dxn-·') 
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3.4 Análisis de las muestras irr.adiadas 

Se analizaron las muestras irradiadils para detenn.i.nar el grado de 
descomposición de la cianocobalil.mina en solución acuosa y en la 
cianocobalamina en esb<lo sólido 

3.4.1 Espcctrofotometria Ultravioleta 

Aparato 

La obtención de Jos es¡x>etros ultravioletas de la vitamina 812 en 
solución acuosa, expuestas a diferentes dosis de i.rrad.i.:ición, se 
realizaron mediante el empleo de un espectrofotómetro marca Perkin­
Elmer; modelo 553. 

Procedit::.·_'.ento 

Se prepararon soluciones acuosas de vitamina B12 (1 x 10-3 mol L·1), 

las cuales fueron irradiadas a diferentes dosis, obteniéndose los 
espectros ultravioleta respectivos (278, 361 y 350 nm). S.. hizo un 
barrido de 600 nm a 200 nrn para cada solución irradiada, para buscar 
Ja posible aparición de diferentes máximos de absorción. 

3.4.2 Cromatografía de liquidas de alta presión 

Aparato 

Se hicieron las determinaciones en un crornatógrafo de liquides de alta 
presión, m.arca Varian, modelo 9010 equipado con un detector 
espectrofotomt!trico visible-ultravioleta. marca Varían, modelo 9050. 
Como fase estacionaria se empleó una columna de acero inoxidable 
Hypersil ODS C-18, de tamaño de partícula de 3 µ.rn.. Ja columna usada 
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fue de 15 cm de largo x 4.6 mm de diámetro interno, y un registrador 
marca Hewlett-Packard. La fose móvil fue una solución acuosa de 
metano) 25%, ácido acético 1 % v sal sódica del ácido hexanilsulfónico 
5 x 10-' mol L· 1 • Las condiciones de tr'1bajo fueron las siguientes: 
Razón de flujo de Ja fose móvil: 0.5 rnl/rnin. 
Presión: 130-136 atrn. 
Longitud de onda del detector variable con el tiempo: 0-25 rnin. 361 
run.. 
Volumen de invccción: 10 µl. 
Velocidad del papel registrador: 0.5 cm/rnin. 
Sensibilidad de detección: 0.1 a.u.f.s. 

Procecliznien to 

Se elaboró una curv" patrón de cianocobalarnina para lo cual se 
prepararon soluciones acuosas de cianocobala~ina Je concentraciones 
de 1 x 10-0 a 1x10·' mol! ·1, se inyectaron cada un" de las soluciones 
por triplicado. Para cada muestra se registró el área bajo la curva de la 
sena! obtenida y se obtuvo su regrL>sión. Se trazo una gráfica de 
concentración de cianocobalam.ina contra área bajo lit curva dando l&o& 
ecuación de la recta. 

Posteriormente, se prepararon soluciones &Jcuosas de vitamina 81.: de 
concentración 1x10-' mol) ·1 v 1x10 ·=mol) ·1 • 

Se irradiaron a diferentes do~is, para la obtención del valor Gl." y para 
el cálculo del % en pérdida de Ja vitamina. Se trazó una gráfica de 
valor G cona-a dosis de irradiación, expresado en Gy y se trazo otra 
gráfica del % en descomposición contra dosis de irradiación expresado 
en Gy para cada concentración utilizad". 

Para la vitamina 81~ sólida, la dosis de irradiación a la que fueron 
expuestas fue del orden de 2 a 25 kGy. Se obtuvo el valor G' y se trazó 
una gráfica del % en descomposición de la vitamina contra dosis de 
irradiación. 



3.5 Serratia marccscL911.S 

3.S.1 Estudio del efecto de 1.ii ra.di.iicj6n ionizante sobre Serratia 
marc~scens. 

Se utilizó l!n el experimento una cc:>pa de &rratia marcescens con 
temperatura de crecimiento de 30 "C' y a los 37 "C, ya que se ha 
obser\.'ado que al sembrar este microorganismo e incubar a las 2 
temperaturas (30 1'C y 37 "C) prt..a.sentan un diferente comportanúento y 
resistencia hacia Jos agcntL""S ...:tt __ --sinft..-ctantes y antimicrobianos, por lo 
que se optó por utiliz.ar la Scrratia ,,iarcescens con crecinúento a las dos 
temperaturas. 10 

Según Jos rC""Sultados obtenidos, la vitanúna Bu en solución acuosa es 
muy sensible a la radiación ganuna, y su descomposición es muy alta a 
bajas dosis de irradiación por lo que no puede ser esterilizada en esas 
condiciones, mientras que para la vitamina 812 en estado sólido 
muestra una alta rcsistenciil a los efr.-ctos de la radiación a altas dosis, 
como se vcr.i más adelante, por lo que se esterilizará vita.ni.ina B1: 
sólida como materia prima. 

3.6 Prueba de esterilidad 

Se fundamenta en la detección de formas viables de microorganismos, 
en medios de cultivo adecuados para. crecimiento de bacterias, hongos 
y levaduras, que se encuentran como contaminantes en productos 
estériles. 
Para realizar las pruebas de esterilidad es necesario tener la 
responsabilidad y adiestramiento necesario para que se vigile, ejecute y 
controle cada paso de las mismas co1T1C> son: limpieza y sartltización del 
cuarto limpio y de los equipos del Area, verificación de la esterilidad de 
la vestiJnenta, guantes, material de trabajo. 19 
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Medios de cultivo. Deben tener los nutrientes adecuadas para el 
desarrollo nticrobiano. 
Se utili:.r.aron medio fluido de tioglicolato y caldo de soya tript:icasclna 
(IQ\ 

3.6.2Eqwpo 

lncub•dor•s. Deben t.~tar calificadas en su instalación y 
funcionamiento, las temperaturas de incubación seleccionadas no 
deben variar más de ± 0.5 '"C. 
Se utilizaron dos incubadoras, a 35 °C y 25 '"'C. 

3.6.3 Procedimirnto 

Para efectuar las pruebas de esterilidad,. se hicieron de acuerdo con las 
pruebas especificadas en la Fannacopea de los Estados Unidos 
Mexicanos, para esto primero deben certificarse las propiedades 
nub"itivas de los medios de cultivo. 1" 

Las pruebas de esterilidad se realizaron por el método directo. Para 
esto se utilizó un mililitro de una suspensión de microorganismos de 
Serratia marccscens que contiene l()n microorganismos/rn.l, los cuales 
fueron inoculados en tubos de vidrio est(,rilcs de 1 x 5 cm y se 
irradiaron a dosis de 1a6 kGy. 
l.a experimentación se llevó a cabo como se indica en la tabla 6 

Una vez que se irradiaron a la suspensión de rnicrc.x>rganisD'lOS, estos 
se extrajeron en condiciones asépti.cas con una jeringa estéril, lo cual 
fué realiz.iido para cada una de 1- muestr;os. Se colocaron 0.5 rnJ. del 
microorganismo en tubos que contenían 15 rnJ. de medio fluido de 
tioglicolato estéril y 0.5 mi en caldo de soya tripticasclna para todas las 
muestras, dejando un blanco del tnedio para comprobar la esterilidad 
del medio. 
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Los tubos con medio de tioglicolato incluyendo al blanco y al testigo 
del medio fueron incubados a 35ºC durante 7 dias, para los tubos 
conteniendo caldo de soya tripticaselna, se incubaron a 25"C durante 
14 dias. 19 

Los tubos fueron revisados diariamente para observar si habla 
presencia de turbidez. 

Para la St!rraHa ntarcescens con crecimiento a 3D°C se siguió con el 
procedimiento anteriormente citado. 

Tabla 6. Irradiación de Ja S<!rratia mare<!scens 

Muestra 

2 
3 
4 
5 
6 

Blanco 

Serratia marcescens con 
crecimiento a los 37 "C 

1 ml 
1 m1 
1 mi 
1 ml 
1 m1 
1 ml 
1 ml 

Dosis de irradiación (kGy) 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
o 



RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Espectrofotometri"' ultr ... viol""" 

En la figura 2 se muestran los diferentes espectros ultraviolC'ta para la 
vitamina B1 ~ en solución acuosa 1 x 10-5 mol J -1, después de haber sido 
irradiadas con las dosis indicadas. 

Pueden observarse 3 máximos de absorción, 278, 361 y 550 nrn. Se 
observa una disminución en el pico de absorción a 361 nITl., a medida 
en que se aumenta la dosis de radiación. Sin embargo, no se observa la 
aparición de nuevos picos de absorción. 

Al irTadiar soluciones acuosas de vitamina Bt:! en ausencia de oxfgeno, 
como ha sido mencionado en la literatura.. la radiación actúa 

pricipalmentc en el agua, siendo los e,¡q uno de los productos de la 
radiólisis del agua, éstos son agentes fuertemente reductores que 
achían sobre el atomo central de cobalto de la vitamina reduciéndola a 
sus fonnas de Co (11) vitamina B12r con un rnAxirno de absorción a los 
310 run hasta Co (l) vitamina Bus con su rnAximo de absorción a los 
380 run. Estas dos formas son altamente inestables y por la acción del 
oxigeno atmosférico óxida al átomo de cobalto pilS<U\do a su estado 
inicial de Co (111), por lo que la longitud de onda a la cual se hicieron 
las detemúnaciones de la 812 irradiada fue a 361 run. A esta longitud de 
onda ..., presen"" el rn6xiJno de abaorción para la molécula de vitamina 
Bt2 Co (111). 

Para prevenir la nllpida oxidación, el análisis se llevó a cabo 
irunediabunente después de la irradiación. 
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Figura 2. Espectros de ultravioleta de vitamina B12 a diferentes dosis 
de irradiación. 

96Gy 

80Gy 

64Gy 

48Gy 

Blanco 
278nm 36lnm sso 11111 



Cromatografla de llquid<>11 de alta pret1l6n 

En este proyecto el método de análisis utilizado para la determinación 
de la vitamina B,, irradiada fue por Cromatograffa de Uquidos de alta 
presión.. ya que es un método para separar una mezcla de varios 
componentes en sus componentes individuales. 
Esta técnica es de alta precisión y reproducibilidad en sus resuJtados. 
El crornatógrafo utilizado esta equipado con el espectrofotómetro D'lás 
selectivo que L"S el detector de UV y trabaja midiendo la absorción de 
Luz Visible o de Ultra Violeta que absorbe la muestra efluente de la 
columna. Se usó la absorción en UV. porque ""' la región en la que 
absorbe la vitamina B.,. 
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C.Alculo del porcienlo de d1Pt1Compo8ición de la vila1ninai Du 

Se cuanlüicó el pt.>rcienlo <le Jt.""SC'Ompt.,sición t.Jt.-.. la vitamina B12 
irradiada tanto en solución acuosa co1no en Pstado sl>liJo por 
cromatografla Je l14uiJos Je alta presión. 
En la figura 3 se muestran los resultados Je Ja curva patrón obtenida 
de la vit.antina Dn que se utilizó para c.leternl.inar el % en 
J'-.. scomposiciún de la 1112 t.•n las mucstn,5 irraJiaJ,is. Üt..'" la r(."'grc>sión 
obtenida se tiene la siguiente <..~uación <le la ,.._ .. eta: 

y - 1.086 >< )011 (><) + 1.68" 10• 
x - concentración (J.unol 1 -1). 

1E6 

BES 

~ 6E5 

4E5 

2E5 

2.0 4.0 6.0 a.o 10.0 

CONCENTRACION (M) X 1 0-
6 

Figura 3. Curva patrón Je vitanúna 812 en soluch."''n acuosa. 
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Efecto de la radi<llci6n gamrn;a t10bre l<ll vit.amin;a Bu 

La vitamina Bt~ fue irradiada en soluciones acuosas de 1 x 10-5 mol 1 -1,. 

1 x 10-2 mol 1 -1 )'en estado sólido. Cromatograxnas tfpicos del análisis 
de la vitamina Bu se presenta en la figura 4. 

En las figuras 5 y 6 se mut.-astra el efecto de la dosis de radiación en la 
vitamina B12 en solución acuosa a diferentes concentraciones. Como 
puede observarse hay una mayor dC!iComposición de la vitainina Bu a 
medida que la concentración baja a las mismas dosis de radiación. 
I:>ebido a que el medio de reacción para cunbas soluciones es acuoso y 
que el soluto (vitamina B12} en comparación con el agua, se encuenb"a 
en concentraciones muy pequet\as, puede decirse que la interacción de 
la radiación en el sistema ser~ en prittu:?r lugar con las moléculas del 
agua. CoDlO ya se ha i:ncncionado, los productos radioliticos del agua 
son los que reaccionan con la vitamina B12, provocando su 
de!IComposición. 

Para la vitamina B12 en estado sólido, la descomposición es rntnima a 
altas dosis de irradiación como se muestra en la figura 7. 



a) 

b) 

e) 

Á1c:1 U;ijo la cun.a 

7'>9115•1 

~----·----- -·~-

Áacn l.taju la curva 

5.1}.7')•) 

'----------·-. -

A1c:1 hain f;1 c111 \·a 
-1011-t?i 

Figura 4. Cromalogr•m•s obk-nidos de la vilan1in• Bu <-n !lolut ión •cuoow de 
concenlr.ción 1 x 10-' mol 1 · 1 cu.indo e9 expuesta• la!I dO"ti~ e.Ir. radiación gamma 
d~•)llGy b)16Gy yc)24Gy. 

Como se observa en la figura 4, se obtienen Jifcn•nlcs área" bajo la 
curva del mismo pico con tiempo Je retención de 20.5 min. /\demás, 
puede observarse que no se obtienen otros proJuctos r • .,Jiolflicos 
diferentes a la vitamina Bu reJucida. 
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Figura 5. Porcentaje de descomposición de la vitamina ll12 en solución 
acuosa Je concentración 1 x 10-s mol 1 · 1 expuesta a Jifcrcnlcs dosis Je 
radiación. 
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Figura 6. Porcentaje de descomposición de la vitamina B12 en solución 
acuosa de concentración 1 x 10·2 mol 1 ·1 expuesta a difcrcntf;$ dosis de 
radiación. 
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Figura 7. Porcentaje de descomposición de la vltantina B12 en estado 
sólido expuesta a diferentes dosis de radiación. 
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Efecto de 1.-J. concentración de vilamin.a B12 

Los datos que se obtuvieron del porcentaje de descomposición de Ja 
vitn.rnina Bt: a diferentes concentraciones se presentan en la tabla 7. 

Tabla 7. Porcentaje de descomposición de la vitamina &.2 a diferentes 
concentrn.ciones en solución acuosa. 

Dosis (Gy) 

8 
16 
24 
32 
48 
64 
80 

Conc1 (1 x 10-s mol l ·') 

24.7% 
49.8 % 
61.5 % 
72.3 % 
81.0 % 
89.8 % 
96.6 ~& 

Conc2 (1 x 10-> mol 1 ·') 

0.65 % 
1.25 % 
2.03 % 
2.78 % 
4.38 % 
5.39 % 
6.89 % 

Se observ.::t. que la concentración de vitamina ejerce un papel muy 
importante en la descomposición radiolítica de la vitamina B12. A 
mayor concentración Ja descomposición de la 81: es menor. 

Se obtuvieron los diferentes valores G de la vitamina 8 12 en solución 
acuosa en el intervalo de dosis estudiado. Al hacer la gráfica el valor G 
vs Dosis de irradiación (eV rnl·1) se obtiene la siguiente curva para la 
vitamina B1:? en solución acuosa 1 xl0-5 mol! -1. 

Al interpolar la curva al eje de las ordenadas se deterntina el valor 
Gº (rendimiento radiolítico inicial) de 3.25. 

De manera similar se obtuvo un valor de Gº = 0.088 en la solución de 
vitamina B12 de concentración 1 x 10-> mol! -I. 



0 ~0~~~~~2~0~~~~-40+-~~~~eo+-~~~~eo+-~..J 

DOSIS (Cy) 

Figura 8. Determinación del valor Gº de descomposición de la vitamina 
812 en solución acuosa a una concentración de t x 10 s mol 1 .1. 



En la figura 9 se muestra la gr.\fica del valor G de dcscompa,.ición de 
vitamina B12 en estado sólido. Al interpolar la curva, se obtiene el 
valorGº -2.t x lQ-3. 
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Figura 9. Detenninación del 
vitamina 812 en estado sólido. 
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Valor Gº de des.co01posici6n pa.ra L1I vit.milUll Biz en 9ofud6n acuosa. 
y en est..do sólido 

Se encontró por c._~te método Je clnálisis (Crom.atograffa de líquidos de 
alta prL~ión) Jos siguientes valores G" de dt.>Seomposici6n para Ja 
vita.mina B1~ en s.olución acuosa :r en estado sólido; 

Para la vitamina B1~ en solución acuosa de concentración 1 x 10-5 moJ l- 1 

su e~' - 3.25, que comparado con Jo publicado anteriormente por los 
diferentes investigadort..-..s [G - 2.6 '~ .. G - 2.12 lSJ,, los cualt..--s hicieron sus 
determinaciones por Espectroscopia Ultra Violeta. es más alto. 

Esta diferencia puede ser por el métcxio de análisis empleado,, puesto 
que ellos rt!aliza.ron sus determinaciones por espectroscopia Ultra 
Violeta, en este método la lectura de absorbit.ncia incluye a Ja vita.rn.in.a. 
B1: y a otros productos radiolfticos que pueden absorber a Ja misma 
longitud de onda y en el caso de la cromatografú de liquidas de alta 
presión hay una real separación de Jos componentes de la muestra 
irradiada y su detenninación será individual. 

El valor Gº de descomposición para la B12 de concentración 1 x 10-2 
mol 1 -1 es de 0.088. A esta concentración no se encontró ningún va.lar 
G" publicado. 

Para la 812 en estado sólido el valor Gn - 2.1 x 10-3 que no puede ser 
comparado con otros valores encontraad0& anterionnente .. ya que el 
<uuco valor G publicado fue por Blackburn y colaboradores" que es de 
0.6, y no se hace referenci.- de las dosis empleadas para la irradiación 
de la vibunina 812 en estado aólido. 
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Resultados de las pruebas de esterilidad: 

Tabla 8. !\.tedio fluido de tioglicolato. Incubación 7 días. Temperatura 
de incubación 35 "C. lnóculo lÜ" m.icroor<!anismos rnl-1 

l'vluestra Dosis (kGy) S. marcescens 37 "C S. marcescens 30 •e 

Blanco o +++ +++ 

1 1 +++ +++ 

2 2 +++ ++ 

3 3 +++ ++ 

4 4 ++ + 

5 5 ++ + 
6 6 + + 

Testi20 medio o 
(+ + +) !-..tAximo crecimiento, ( + + ) crec1m1ento medio, (+)crecimiento mt.nimo v 
( - ) .ausencia de mkroorg•nismo5 viables. . 

Tabla 9. Caldo de soya triptica.selna. Incubación 14 días. Temperatura 
de incubación 25 "C. lnóculo 106m.icroorvanisrnos rnJ-1. 

l\.luestra Dosis (kGy) S. marcescens 37 C-C S. marcescens 30 "C 

Blanco o +++ +++ 
1 1 +++ ++ 
2 2 +++ ++ 
3 3 +++ ++ 
4 4 ++ + 
5 5 + + 
6 6 + + 

Testigo medio o 

(+ + +) ~táx1mo crec1m1ento,. ( + + ) crecimiento medio .. ( + ) crecimiento mínimo v 
( - ) au!M!ncia de microorganismos viables. -



Según los resultados obtenidos se observa que la Serratia marcescens es 
muy resistente a la radiación gamma. A la dosis de 5 y 6 kGy el 
crecimiento t.."S mínimo en ambos caldos, pero no se llega a la. 
esterilidad, por lo que no pasan la prueba en el intervalo de dosis de 
radiación aplicado. 

Estos resultados nos indican que se requiere de una dosis inayor 
aplicada a estos núcroorganis.mos para su ellmi.nación. 

Corno uno dt? los objetivos de t.."'Ste proyt..~ fue esterilizar la vitanú.na 
812 en estado sólido, y el estudio realizado anteriormente del %en 
descomposición de la 8" sólida a -6 kGy, el % de descomposición fue 
del 7%, por lo que aún se tiene un gran margen para utilizar a>ayor 
cantidad de radiación ionizante en la elinúnaci.ón de e1t.as biK:terias. 

La vitamina 812 en soluciones ACUC>5a!I diluidas (1 x 10" mol 1 ·•) a pH 
de 4.5 y en ausencia de O, son altamente radiolizables a bajas dosis de 
radiación, por lo que no pueden ser esterilizadas por el método de 
radioesterilización, ya que las dO!lis utilizadas en el proceso de 
esterilización por radiación gamma son del orden de 10 kGy. 9 



CONCLUSIONES 

1. La vitamina B12 en solución acuosa mostró ser muy sensible a la 
raclJ.¡adón ionizante. 
La descomPoSición de la vitamina 812 está en función de la 
concentración,. csU ejerce un papel muy importante en la 
descomposición radiolitica de la vitamina 812. Al aumentar la 
concentración de la B12 hasta llegar al estado sólido su dC5COmposici6n 
disminuye. 

2.. Al incrcn~nt.ar 1 ... Jt..Mi>is Je radiación, la descomposición r•dioUtica 
de la vita.nüna 812 en soluciones a.:uosas aumenta. 
En el caso de la vita.n'li.na 812 en estado sólido, se tiene el rnisDlO 
cotnportatniento, aunque las doais utilizadAs sean del orden de kGy. 

3. Al calcular el porcientlO de descomposición de las soluciones acuosas 
irradiadas de vitilmina B12 ,.., obtuvo para la concentración de 1 x 10-• 
n10l l ., a la dosis de 80 Gy, una deiocomposlctón del 96.6 % , mientrú 
que para la solución acuosa de 812 de concentración 1 x "1~2 mol 1 ·' a 
la misma d09is, la d..-:omposición fue 90laJnente del 6.9 %. Para la 
vitaznina 812 en estado aólido las dosis de radiación aplicadas fueron 
del orden de kGy y la deacompoeición que '"" obtuvo fue de 0.65 % a 
una dosia de 2.3 kGy. 



4. Los valores G" do> descomposición obtenidos para la vitamina 812 son 
Jos siguientes: 
Solución acuosa 1 x 10-• mol l ·1 G" - 3.25 
Solución acuosa 1 x 10> mol) ·1 Gº - 0.088 
En estado sólido Gº - 2.1 x 10' 

5. Las dosis aplicadas de radiación ionizante al microorganismo 
Scrratia marccscens permitió conocer que se requiere de dosis del orden 
de kGy para poder ser eliminada en su totalidad. 

6. A una dosis de 6 kGy en la cual la vitantlna 812 en estado 116lido se 
descompone en fonna despreciable, la Serratia nuircesl%ns ya presenta 
un m.inimo de crccinUcnto. 
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