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RESUMEN DEL TRABAJO

Dada la importancia que representa para la Industria Far-
macéutica Mexicana, la determinacién de las impurezas coloridas del
Acetato de Hidroxocobalamina, para controlar su calidad y evitar la
degradacibn de la misma; el presente trabajo tiene como objetivos,
el proponer un método para la determinacifn de é&stas, que sea con -
fiable y reproducible, ademfs de presentar las ventajas de un gasto

menor de tiempo y costo al ya reportado en la literatura.

Para lograr lo anterior, se vieron diferentes formas pa-
ra separar y valorar estas impurezas, entre las cuales se seleccio-
nd el mé&todo de separacibn por cromatograffa en capa fina, para lo
cual se probaron diferentes fases estacionarias, y se vi6 que la -
mas apropiada era la Sflica Gel, se usaron diferentes sistemas de
eluyentes para su desarrollo. El sistema de eluyentes que dib resul
tados satisfactorios para la separacibn de las impurezas\coloridas,
fué el de Metanol/Agua 93:8. Para valorar estas impurezas, se revi-
saron diferentes mé&todos que podrfan servir para este fin, y se con
sider8 que el mis conveniente, era el utilizado en el método repor-
tado en la literatura (cromatograffa en papel), por ser la técnica
mds sencilla y confiable.

Ademds, se presenta el método encontrado en la literatura

(cromatograffa en papel) y el desarrollado en el presente trabajo



(cromatograffia en capa fina), se presenta un andlisis estadfstico
donde se compara la reproducibilidad y confiabilidad del método

propuesto con respecto al método reportado.



INTRODUCCION

Alguncs de los principales problemas gue se presentan en
la Industria Farmac&utica Mexicana, consisten en la obtencifn de
productos que reunan las especificaciones establecidas por la lite
ratura oficial (Farmacopeas), el desarrollo de nuevas formas de pu
rificacibn gue garanticen su estabilidad y la aplicacibn de té&cni-
cas analfticas gque permitan la valoracifn cualitativa y cuantitati
va de dichos productos. Sin embargo, aunque la tecnologfa relacio-
nada con Sstos campos ha avanzado considerablemerte, en la actuali
dad existen productos de importancia que no han sido totalmente do
minados; como es el caso de la Vitamina B,,+ que aunque en su puri
ficacibn es obtenida de gran pureza, se descompone con facilidad
por los efectos que sobre ella ejercen la luz, la temperatura y la

presencia de algunas impurezas coloridas (&cidos rojos y otras).

Existen varias sales de la Vitamina B12 (,2,3,4,5) en-
tre las cuales, la que presenta mayor retencidn en el organismo,
es el Acetato de Hidroxocobalamina(s). Se ha observado experimen -
talmente que esta sal de Vitamina B12 es de las que mis facilmente
se degradan y a la vez, es de las mis afectadas por la presencia

de las impurezas ya mencicnadas, por lo que fu& seleccionada para

el presente trabkajo.

La presencia de dichas impurezas coloridas, puede deber-

se al paso de la Cianocobalamina (otra forma de Vitamina 512), al



Acetato de Hidroxocobalamina, o bien pueden estar presentes desde

la Cianocobalamina de que se partifb.



OBJETIVOS

Los objetivos de este trabajo son los siguientes:

1.- La aplicacibn de la Cromatograffa en Capa Fina, para la
separaci6n de las impurezas coloridas presentes en el Acetato de

Hidroxocobalamina (y otras sales de Vitamina B como un méto-

12):
do confiable y reproducible, con un minimo de tiempo y costo.

2.- La elucifn y cuantificacifn de las impurezas coloridas,
por los métodos mis convenientes, ya sea que se encuentran repor

tados en la literatura o se definan por experimentaci®bn.

3.- La evaluacibn de la confiabilidad y reproducibilidad -
del método de separacibn y cuantificacién que se esta proponien-

do en relacifn al método ya reportado.



PARTE TEORICA

En los Gltimcs afios, la separacibn de impurezas colori-
das del Acetato de Hidroxocobalamina, ha sido desarrollada por mé
todos cromatogréficos en papel. El método consta de una cromato -

graffa descendente en papel, y se presenta a continuacibn.

SEPARACION Y VALORACION DE IMPUREZAS COLORIDAS POR CROMATOGRAFIA
(2,3,8)

EN PAPEL

A) DESCRIPCION DEL METODO.- Las impurezas coloridas del

Acetato de Hidroxocobalamina, se considera que son Acidos rojos y
otras cobalaminas, las cuales son resultado de la transformacidn
de Cianocobalamina a Hidroxocobalamina, aungue se ha encontrado

que dichas impurezas tambien pueden estar presentes en la Ciano -
cobalamina de la que se partif para la transformacitn. El mé&todo
consta de una cromatografia descendente en papel, seguida de una

elucibn y valoracifn espectrofotométrica de las bandas de impure-
zas coloridas que presentan mayor o menor polaridad gue la banda

principal.

B) PREPARACION DEL PAPEL CROMATOGRAFICO.- Usar papel -

cromatogr&fico Whatman No. 1 de 19 om. de ancho por 55 cm. de
largo, dibujar con 1l4piz una linea ténue que sirva de guia para -

aplicar una banda a 8.5 cm. del orfgen, dejando 1.5 cm. de cada



lado. Marcar otra lfnea igual a la anterior a 36.6 cm. del orfgen
(2 terceras partes de la longitud de la hoja) que servira como 11-

mite a donde deberd llegar la banda principal del cromatograma.

C) PREPARACION DE LOS ELUYENTES CROMATOGRAFICOS.- (Fase

mévil y fase estacionaria) mezclar por agitacifén durante 10 min.,
500 ml. de agua destilada y deionizada con 500 ml. de alcohol sec-
butflico; dejar reposar 15 horas a temperatura ambiente y la solu-
cibn resultante, utilizarla de la manera siguiente:

a) La fase inferior (acuosa) adicionada de 1% (v/v) -
de Acido Acético Glacial y 5 ml. de solucifn acuosa de KCN al 10%,
se usa como fase estacicnaria verti&ndola en la cuba cromatogr&fi-
ca.

b) La fase superior (sec-butanol) adicionada de un 1%
(v/v) de sec-butanol, se usa como fase mbBvil vertiéndola en las na

ves cromatogrificas.

D) PREPARACION DE LA RESINA DE INTERCAMBIO IONICO.- (de-

bilmente A4cida) La resina a utilizarse es la IRC-50 forma &cida o
bien su equivalente de la casa Merck gque es el cambiador de catio-
nes debilmente &cido (cambiador de iones IV).

Pesar 1 g. de la resina, pasarla a un vaso de precipita-
do de 10 ml. y agregar aproximadamente 10 ml. de agua destilada y
deionizada; agitar con una espdtula hasta que la resina se deposi-

te en el fondo del vaso, dejarla activar en el agua un minimo de 8



horas; pasar la resina a una pequena columna cromatogridfica o a una
bureta y lavar éon agua destilada y deionizada hasta que la solu -
cibn eluente tenga un pH neutro, pasar la resina a un vaso de 10 ml.
decantar el agua vy secar lo mejor posible con papel filtro, agregar
5 ml. de soluci6n de KCN al 1% en agua, dejar en contacto durante

5 min. ( no md&s de los 5 min.). Para asegurarse que la transforma -
cibn de KCN a HNC ha sido completa, decantar la solucifn pasindola
a un vaso de 5ml. y guardarla para la transformacifn de Hidroxocoba

lamina a Cianocobalamina o de é&sta a Dicianocobalamina.

E) PREPARACION DE LA MUESTRA POR ANALIZAR.- Pesar 50 mg.

de la muestra (Acetato de Hidroxoccbalamina) y pasarlos a un matraz
aforado de 5 ml.; disolver con 4 ml. de agua destilada y deionizada,
agregar 1 ml. de solucifn de HCN recientemente preparada ( no debe-
rd usarse solucibn de mis de 6 horas, dada la inestabilidad del HCN)
dicha solucifn es la obtenida, mediante la resina de intercambio i8
nico; una vez aforada la solucibn a 5 ml. se deja reposar durante

15 min., agitando de vez en vez y pasando &€ste tiempo tomar una o -
dos gotas de la solucibn problema, diluy&ndolas con agua destilada
y deionizada, ver al espectrofotfmetro si presenta esta solucifn un
/( max. a 361 nm. usando como blanco agua destilada y deionizada, -
para asegurarse que la transformacifén a Cianocobalamina sea comple-
ta. En caso de no presentar un /( max. a 36lnm., significa que al -
gdn paso previo no estuvo bien hecho y se tendrd que comenzar de =

nuevo.



F) APLICACION DE LA MUESTRA.- Aplicar una banda de la so-

lucidn problema, valiéndose de una microjeringa de 50/ﬂ1ﬂ, 500/ale
equivalentes a 0.005 g. del producto; iniciar con tres aplicaéiones
sucesivas, dejando secar para evitar que la banda sea demasiado grue
sa, hacer otras tres aplicaciones de 50,{(1n cada una, dejar secar v
efectuar tres aplicaciones mds y antes /de gue segue por completo ha-
cer la décima y filtima aplicacifn, dejar secar completamente y hacer
un doblez a todo lo ancho del papel cromatogrdfico y exactamente a -
la mitad del orfgen del cromatograma y la banda de aplicacibn (4.25
cm.), meter a saturar el cromatograma con los vapores de la fase es-
tacionaria, un minimo de 4 horas al cabo de los cuales se vierte la
fase m6vil en las naves cromatogr&ficas, y se introduce el extremo
superior del cromatograma en la fase mfvil, pisando el papel con una
varilla de vidrio para evitar que caiga con el peso del solvente; se
deja correr el cromatograma hasta que la banda principal haya alcan-
zado 2/3 partes de la longitud de la hoja, (ésto tarda aproximadamen
te 72 horas dependiendo del tiempo de saturacifn) sacar el cromato -
grama de la cuba, secar a temperatura ambiente y proceder a valorar
las impurezas coloridas.

G) ELUCION DE LAS BANDAS DE IMPUREZAS COLORIDAS.- Cortar

con tijeras las bandas coloreadas que se encuentren hacia arriba o -
hacia abajo de la banda principal. Colocar los extremos de las bandas
cortadas sobre una caja Petri gue contenga un papel circular (papel

filtro) embebido en agua; combinar los eluidos, aforar a 25 ml. con
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agua y leer a una/< de 361 nm. la absorbancia de la muestra usando

agua como blanco.

CALCULOS:

; — X 25 X 100
% de impurezas coloridas = = X 5 (100<n)
DONDE :
A = Absorbancia de las impurezas coloridas lefdas a 361 nm.
25 = Aforo
E = 207 ( El% de Cianocobalamina)

1 cm

P = Peso de la muestra aplicada en el cromatograma (0.005) expresa

da en gramos.
(100-h) = Pureza del producto analizado menos la humedad.

Ejem. h = 12% 100-h = 88

El método mencionado anteriormente, da resultados acepta
bles, pero presenta varias desventajas, entre las gue se encuentran:
el emplear mucho tiempo y el ser poco econdmico; por lo que se bus-
c6 un método de separacibn de las impurezas mencionadas que fuera -
tan confiable, reproducible y mis prictico y econbmico al ya exis -

tente,.

Entre los métodos de separacidn a escoger se vieron los -
siguientes:

A) Cromatograffa de Gases.- Método muy exacto pero de cos
tos muy elevados, por no contar con un cromatbgrafo de gases en to-

dos los laboratorios.
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B) Cromatograffa en Columna.- El método de cromatograffa
en columna, es empleado en la produccifn del Acetato de Hidroxoco-
balamina, en el momento de ser purificada, pero algunas impurezas
no son retenidas por la columna, lo que se ha visto experimental -

mente, y se pensc que este método no serfa el mis conveniente.

(5'9).— El método de croma-

C) Cromatograffa en Capa Fina
tograffa en capa fina presenta varias ventajas, por ser de ficil -
manejo y usar un equipo sencillo que puede ser obtenido con facili
dad.

(5].— Este método da la

D) Distribucibn y contracorriente
separacifn de cobalaminas de otras mol&culas que no lo sean, por lo
gue se considera que los resultados obtenidos no serfan satisfacto-
rios, debido a que las impurezas a las que nos referimos, presentan
el color caracteristico de las cobalaminas, y por lo tanto estas de
ben seguir siendo cobalaminas.

De los mBtodos anteriormente citados, se puede ver que el

mds conveniente para nuestros fines es el de cromatograffa en capa

fina, por lo que se uso en el presente trabajo.

Para la evaluacidn de las impurezas coloridas del Acetato
de Hidroxocobalamina ya separadas, se seleccionf el método reporta-
do en la separacibn de impurezas coloridas por cromatograffa en pa-

(1,2,3,5,6,7,8)

pel, o sea el método espectrofotométrico, pero tam -

bien se puede escoger, algunos de los siguientes métodos:
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1.- Determinacifn Espectrofotom&trica de Hidroxocobalami-

_(10)

na. Este método se basa en la determinacibn de la absorbancia

gue presenta una solucidn del producto atnu‘m&x. de 351nm. y calcu

lando su El%

lcm. ! Para el Acetato de Hidroxoucobalamina el valor re -

1%

lem. €S de 187, v para el Clorhidrato de Hidroxoco-

portado de E
balamina el E%Em es de 190 (estas sales de Hidroxocobalamina son las
mis comunes y leen a una misma longitud de onda). La muestra proble
ma se purifica por cromatograffa cuando hay impurezas presentes. La

curva de absorbancia obtenida por este tipo de valoracifn o determi

nacifn se puede observar en la figura 1

2.- Determinacibn Espectrofotométrica en forma de Cianoco
(11)

balarina.- La Hidroxocobalamina es transformada a Cianocobalami

na mediante un tratamiento con KCN y se determina su absorbancia a

1%

- de 207 para la Cianocobala-

unA mix. de 36lnm., se tiene un E

mina.

3.- An8lisis Espectrofotométrico Diciénico.—(lz) Este mé-

todo esta basadc en la diferencia gue hay entre el espectro visible
de la Vitamina 512' y el espectro de los complejos dicifnicos forma
dos en solucibn en exceso de fon cianuro a un/<'m&x. de 582nm. E1 -
complejo vitaminico B12 dicifinico se extrae con alcohol bencilico,

el cual elimina mds del 90% de absorbancias extranas y solo extrae

un octavo de la concentracifn de Vitamina 812.

)

TESIS CON
FALLADE ORIGEN
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1.- Determinacibn Espectrofotom8trica de Hidroxocobalami-

_(10)

na. Este método se basa en la determinacifn de la absorbancia

que presenta una solucidn del producto a unxlnéx. de 351nm. y calcu

lando su Eizm , para el Acetato de Hidroxoucobalamina el valor re -
portado de Eiim_ es de 187, y para el Clorhidrato de Hidroxoco-

. 1% : ; E
balamina el Elcm es de 190 (estas sales de Hidroxocobalamina son las
m8s comunes y leen a una misma longitud de onda). La muestra proble
ma se purifica por cromatografia cuande hay impurezas presentes, La

curva de absorbancia obtenida por este tipo de valoracifn o determi

nacién se puede observar en la figura 1

2.~ Determinacibn Espectrofotométrica en forma de Cianoco
_(11)

balamina. La Hidroxocobalamina es transformada a Cianocobalami

na mediante un tratamiento con KCN y se determina su absorbancia a

unﬁ m&x. de 36lnm., se tiene un Ei%c:m de 207 para la Cianocobala-

mina.

(12)

3.- Andlisis Espectrofotométrico Dicifnico.- Este mé-

todo esta basado en la diferencia que hay entre el espectro visible
de la Vitamina 312' y el espectro de los complejos dicilnicos forma
dos en solucifn en exceso de fon cianuro a un/‘fmax. de 582nm. El -
complejo vitaminico B12 dicifinico se extrae con alcohol bencilico,
el cual elimina mds del 90% de absorbancias extranas y solo extrae

un octavo de la concentracifn de Vitamina Bl2'
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4.~ Determinacidbn Colorimé&trica con Sal de Nitroso R.—(13’

+4) El método implica la oxidacibn del producto a analizar con Per§

xido de Hidr8geno, vy la solucibn resultante es tratada con Sal de -
Nitroso-R (l-Nitroso-2-Naftol 3:6 Sulfato Dis8dico) a un pH conve -
niente. El color rojo naranja que se obtiene presenta un,K méx. a

420nm. y sigue la Ley de Beer, a una concentracifn de 100 a 600/£g/

ml. de Vitamina 512'

5.- Determinacibn por Espectroscopfa de Absorcifn At&mica

(13) El método consiste en la disolucifn del Acetato de Hidroxocoba

lamina, y la subsecuente determinaci®n del cobalto acomplejado me -
diante espectroscopfa de absorcifn atémica; este método tiene el in
conveniente de requerir de un equipo muy complejo y de alto costo
que no en todos los laboratorios se encuentra.

(16)

6.~ Anflisis de trazas radioactivas.- Este m&todo con

siste en el uso de una muestra de Acetato de Hidroxocobalamina mar-
cada con cobalto radicactivo, para la determinacifn en mezclas com-
plejas y cépsulas del Acetato de Hidroxocobalamina.

7.- Determinacifn mediante titulacifn radiométrica acom -
_(17,18)

plejante. El cobaltc del Acetato de Hidroxocobalamina es 1i
berado mediante la descomposicibn con oxono (03), el tiempo Sptimo
de ozonolisis es de una hora, los iones de cobalto 3+ liberados son

60 ; g >
marcados con Co y atrapados por un intercambiador de cationes, su

actividad es medida y son puestos en contacto con una cantidad equi



ki

Fipura 1

SOLVENTE : AGUA

ABSORCICN: 351 nm.
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valente de solucién de E.D.T.A., la cual acompleja con cantidad -
proporcional de Co absorbido en el intercambio de caticnes. La ac-
tividad intercambiadora de cationes o catifinica es medida nuevamen
te, de la diferencia obtenida de los valores de actividad de inter
cambio ifnico, se prepara una curva de calibracibn, la cual debe -
ser lineal y obedecer la ecuacifin general de la lfnea recta y = a

G o o



16

PARTE EXPERIMENTAL

1.- MATERIAL Y EQUIPO

MATERIAL

1.1) Reactivos:
Acetato de Hidroxocobalamina, Productos Quimicos Finos,S.A.
Lote Hxo Ac 1/77
Resina intercambiadora de iones IV debilmente &cida, Merck
artfculo 4835.

Sflica gel HF (tipo 60) para cromatograffa en capa fina,

254
Merck articulo 7739.

Acido acético glacial, Baker articulo 9507.
Acetato de sodio, cristales, Baker artfculo 3460,

Cianuro de Potasio, Productos Quimicos Monterrey, catdlogo

1984, lote 4071.

1.2) Material de Laboratorio:

a) De Vidrio
Microjeringa de 50 g#1., Hamilton
Cubas para cromatoérafia en papel y en capa fina.
Placas de vidrio poroso, Pyrex No. 36060 poro 10-15 4
y poro 40-60 s
Material de vidrio para uso comfin de laboratorio, como

son: matraces aforado, erlenmeyer y Kitasato, pipetas
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graduadas y aforadas, vasos de precipitado, etc.

b) Otros Materiales
Cromatoplacas de Silica Gel 60/tierras Silica f254
para cromatograffa en capa fina 20 x 20 cms. con espe
sor de 0.2mm.
Prefiltros de membrana, Sartorius.

Papel Cromatogréfico, Whatman No. 1

1.3) Solventes

EQUIPOQ

Metanol absoluto bajo en acetona 99.8% de pureza, Baker
Articulo 9070,

Agua bidestilada y deionizada.

Estufa de Vacio, Thelco Modelo 19

Espectrofotbmetro Beckman DB-GT con graficador Beckman
Parrilla con agitacifn, Type 1000 Thermolyne

Balanza analftica, Sauter modelo 414

L&mpara universal de luz ultraviolera, Camag.

Aplicador de silica gel en placas de vidrio, Camag.

DESARROLLO

matograffa

Los primeros estudios que se hicieron para la separacibn

de las impurezas coloridas del Acetato de Hidroxocobalamina por cro -

en capa fina, fueron realizados en placas de microcelulo

sa, para las que se emplearon diferentes sistemas de eluyentes, pe-
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ro ninguno de estos did resultados satisfactorios, y el Acetato de
Hidroxocobalamina transformado a Cianocobalamina no presentd sepa=
racifén de impurezas en ningun caso, (la transformacifn del Acetato
de Hidroxocobalamina a Cianocobalamina, es efectuada, ya que el -
Acetato de Hidroxocobalamina sin transformar no se separa en nin -
gun momento de sus impurezas por difundirse en excesoc en la croma-
tografia, ya sea en papel o en placa fina) solo se obtuvo una gran
mancha extendida por toda la cromatoplaca. Los resultados anteric-
res hicieron pensar en otro tipo de fase estacionaria, por lo que
fué seleccionada la silica gel HF254 para llevar a cabo la separa-
cibn de impurezas coloridas.

Antes de hacer en el Laboratorio placas de silica gel,
la solucibn problema fué aplicada en cromatoplacas ya preparadas,
con un espesor de 0.2mm. para probar los diferentes sistemas de -
eluyentes; el primer sistema empleado, fué& el de agua saturada con
sec-butanol y un 1% de &cido acé€tico glacial (sistema de cromato -
graffa en papel) pero no hubo separacifn de impurezas coloridas. -
La experiencia anterior sirvidé para buscar los eluyentes apropia -
dos a esta cromatograffa, se encontrf reportado el sistema de meta
nol/agua 95:5 para la separacifn de Hidroxocobalamina y Cianocoba-
laminafgl y se uso para ver resultados, este sistema di6 una satis
factoria separacifn de impurezas coloridas en las placas ya prepa-
radas, pero debido a que estas placas son delgadas y dificiles de
eluir, se procedif a hacer placas de silica gel mis gruesas y de -

fa&cil elucibn. Las placas anteriormente desarrolladas se observaron
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bajou luz ultravioleta, a las longitudes de onda de 254 y 366nm. pa-
ra observar si existia otro tipo de impurezas en el Acetato de Hi -
droxoccbalamina, observacibn que resulto negativa.

Para hacer las placas de sflica gle en el laboratorio,
se probaron diferentes espesores, el de 0.3mm. y el de 0.5mm. con
el sistema antes citado, el que mejores resultados di&, fué el dél-
0.5mm., pero no se lograba una separacibn completamente satisfacto-
ria, por lo que se analizd una variante del sistema, la cual fué&:
metannl/agua 93:7, cbteniéndose una separacibn de impurezas acepta-
ble, con el inconveniente de tener una gran retencifn de la muestra
en el orfgen de la placa, se pens6 en un sistema ligeramente mis po
lar, adicionando un mililitrc m&s de agua a la variante anterior, -
guedando metanol/ agua 93:8, lo cual solucionf el problema dando una
puena separacibn de las impurezas coloridas.

Ya obtenida la separacifin de las impurezas coloridas del
Acetato de Hidroxocobalamina, se vid que la elucién de estas impure
zas de la silica gel, no era muy buena con agua, debido a que ia -
sflica gel las retiene fuertemente, por lo tanto se buscd un eluyen
te, para lo que se vieron algunas caracteristicas generales del Ace
tato de Hidroxocobalamina, que son: F6rmula condensada:
C62H89015N13PC0:CH3C00H, peso molecular 1406, polvo cristalino rojo
obscuro, inodoro e higroscfpico, sensible al calor y a la luz solar,_

estable en soluciones &4cidas e inestable en soluciones alcalinas.
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El hecho de ser estable en soluciones &cidas, hizo pensar en una so-
lucién amortiguadora de pH &cido, encontrandose la solucifn amorti -
guadora de acetatos cuyo pH es de 4.5, se probd la elucibn de impure
zas con esta solucibfn y los resultados fueron completamente satisfac
torios, por lo que fué€ usada como eluyente, y también en la valora -
cién de las impurezas coloridas, por no presentar ninguna alteragi®n

en la absorbancia de las mismas.

A continuacidn presentamos el mé&todo de separacifn de im-
purezas coloridas del Acetato de Hidroxocobalamina que estd en estu-

dio en el presente trabajo.

SEPARACION Y VALORACICN DE IMPUREZAS COLORIDAS DEL
ACETATO DE HIDROXOCOBALAMINA POR
CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

A) PREPARACION DE LAS PLACAS CROMATOGRAFICAS.- Usar sfli-

ca gel HF 5c 4 (tipo 60) para cromatografia en capa fina. Para 5 pla -
cas; pesar 50 g. de silica gel y agregar 115 ml. de agua bidestilada
vy deionizada, agitar hasta que la suspensifn sea homog&nea, colocar

la suspensi®n en un aplicador de silica gel, al cual previamente se

le han colocado vidrios de 20 x 20 cms., los cuales deben estar per-
fectamente limpios y desengrasados. Las placas se deben hacer de -
0.5mm. de espesor. Ya hechas las placas de sflica gel, se introducen

en una estufa a aprcrimadamente 200°C de 2 a 4 horas con el ffn de -
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activar la sflica, pasado el tiempo de activacibn, las placas se -
sacan para ser empleadas en el momento o posteriormente. Ya frias
las placas se pueden guardar por un tiempo aproximado de tres me -

ses al abrigo del aire, para evitar que se hidrate la sflica gel.

B) PREPARACION DE LAS CUBAS CROMATOGRAFICAS.- Para el -

mejor desarrollo de las cromatoplacas, se recomienda poner el sis-
tema a emplear (metanol/agua 93:8) en las cubas cromatogré&ficas,

aproximadamente media hora antes de ser introducidas las cromato -
placas anteriormente aplicadas y secas para efectos de ser desarro
lladas. Lo anterior es con el objeto de saturar de vapores el inte

rior de la cuba.

C) PREPARACION DE LA RESINA DE INTERCAMBIO IONICO.- Usar

resina intercambiadora de iones IV debilmente &cida. Poner un gramo
de resina en un vaso de precipitado de 10 6 15 ml. y agregarle 10ml
de ayua bidestilada y deionizada, agitando con una espitula hasta

que la resina se deposite en el fondo del vaso; dejar activar la re
sina un minimo de & horas; pasarla a una pequefia columna cromatogrd
fica o a una bureta y lavar con agua bidestilada y deionizada hasta
que la solucibn efluente tenga un pH de 7, pasar la resina a un va-
so de precipitado de 10 & 15 ml., decantar el agua y secar la resi-
na lo mejor posible con papel filtro; agregar 5 ml. de KCN al 1% en
solucifn acuosa, dejar en contacto durante 5 min. (no mds de los -

5 min.), filtrar o decantar la solucifn a un vaso de precipitado o
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a un tubo de ensaye, guardarla para ser usada mis adelante.

D) PREPARACION DE LA MUESTRA POR ANALIZAR.- Pesar 50 mg.

de la muestra (Acetato de Hidroxoccbalamina) y pasarlcs a un matraz
aforado de 5ml. disolver con 4ml. de agua bidestilada y deionizada y
agregar 1lml. de la solucibn de HCN, que se prepar® anteriormente con
la resina de intercambio ifnico (&sta solucifn no debe usarse con -
mis de 6 horas de preparada, por la inestabilidad deli HCN). Una vez
aforada la muestra a Sml., dejar reposar de 15 a 30 min. agitando de
vez en vez; despues de este tiempo tomar una gota de la solucibn y
pasarla a una celda del espectrofotfmetro, diluyendo con aproximada-
mente 3ml. de agua destilada y deionizada, ver si presenta un/< max.
a 361lnm. en el espectrofotfmetros, para asegurar que la transforma -
cifén a Cianocobalamina ha sido completa. En el caso de no presentar
la muestra un;A max. a 36lnm. indica gue algun pasc previo no estuvo

bien hecho y se debe empezar de nuevo.

E) APLICACION DE LA MUESTRA.- Con una microjeringa de 50

/al., aplicar en banda y por goteo, un volGmen de 500}11., equivalen
te a 0.005 g. del producto. La aplicacidn debe ser a 3 cm. de uno de
los lados de la cromatoplaca y guifindose sb6lo por marcas puestas a -
las orillas de la placa; la sflica gel no debe marcarse por ser muy

delicada y se puede desprender muy facilmente del vidrio. Ya aplica-
da la muestra, se deja secar completamente, y se introduce la croma-

toplaca a la cuba cromatogrifica previamente saturada; se deja desa-
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rrollar la cromatoplaca hasta que los solventes lleguen al final de
ésta, la cual se saca de la cuba cromatogrifica dej&ndola secar a

temperatura ambiente, y se procede a valorar las impurezas.

F) ELUCION ¥ VALORACION DE LAS IMPUREZAS COLORIDAS.- Ras

par las bandas coloridas que se encuentren hacia arriba o hacia =
abajo de la banda principal, colocar la silica raspada en un vaso -
de precipitado de aproximadamente 30 ml. y adicional 10 ml. de solu
cifn amortiguadora de pH 4.5 (a 600 ml., de &cido acético 0.2N agre-
gar 400 ml. de solucifn 0.2N de acetato de sodio). Esta solucibn es
usada para lograr una elucibn de impurezas coloridas m&s completa,
ya que la sflica gel retiene fuertemente el producto impidiendo su
total elucifn con agua; a continuacibn el vaso se pone en agitacibn
caen leve calentamiento (no m&s de 40°C) por aproximadamente 30 min.,
al cabo de los cuales se pasa por un filtro de vidrio porosoc con po
ro de 12-15 6 40-&0/1. usando prefiltros de membrana, en el caso -
del poro 10-15/€. para evitar que el poro se tape con la sflica gel
y en el caso dél poro 40—60/ﬁ. es usado para que la sflica gel no -
pase atraves del filtro; si la silica no ha quedado blanca se regre
sa al vaso y se adiciona 5ml. més de sclucibn amortiguadora de pH
4.5, se agita nuevamente calentando por otros 30 min., se vuelve a
filtrar, la silica se puede volver a lavar otras dos veces si no ha
gquedado blanca; ya blanca la sflica se reunen todos los filtrados y
se depositan en un matraz aforado de 25 ml., se afora con solucibn -

amortiguadora de pH 4.5 y esta solucién se lleva al espectrofotfme ~
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tro, se lee la absorbancia a una/‘ de 361 nm. usando como blanco la
misma solucifn amortiguadora.
CALCULOS:

A X 25 X 100
E X P (100-h)

% de impurezas coloridas =

Donde :

A = Absorbancia de la impurezas coloridas lefdas a 361 nm.
25 = Aforo
E = 207 (EL% de Cianocobalamina)

lem.

P = Peso de la muestra aplicada, expresada en gramos

100-h

Pureza del producto analizado menos su humedad

El tipo de gr&fica obtenido en esta valoracifn es el siguiente:

(Figura 2)



25

ANALISIS ESTADISTICO

1.- FORMULAS Y ABREVIATURAS

FORMULAS :
§=2x
n
v w B = 5P
n-1
h 2
_ £ (¥ -x)
W =L n - 1
& = g
V' n
ABREVIATURAS:
X = Muestra
n = Nfmero de muestras
X = Media
n = 1 = NGmero de grados de libertad
V = Varianza
S = Desviacifn estéindar

e = Error est&ndar
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2.- ANALISIS Y RESULTADOS

Teniendo en cuenta que el método que se propone en este
trabajo debe ser confiable y reproducible, se realizé un estudio -
estadfstico, el que se llevo a cabo de la siguiente manera: se to-
mé una muestra del lote del producto a analizar (Acetato de Hidro-
xocobalamina) con una humedad de 11.57% y una pureza de 95.22% (es
te lote se encuentra abajo del lfmite de aceptacifin que permiten
las Farmacopeas, que es de un minimo de 96% de pureza en base seca,
pero fué elegido para el presente trabajo por tener un alto conte-
nido de impurezas coloridas, lo cual nos permitira cbservar mis -
claramente la variacifn del método, asf como su reproducibilidad y
confiabilidad), se realizb el andlisis un minomo de 20 ocasiones,

en donde los resultados obtenidos fueron los sigquientes:

T <

0.182 X 25 X 100

187 X 0.005 X  (100-11.57) = F.508
L
b
' 0.185 X% 25 X 100 _
187 X 0.005 X (100-11.57) = 5.59%
L
B l'ﬁ
1
%
e T i = 4.59%

187 X 0.005 X (100-11.57)
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P

11.-

0.161
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X

25

X 100

187

X 0.

0.160

005

X

X

25

(100-11.57)

X 100

187

X 0.

0.180

005

X

X

25

(100-11.57)

X 100

187

X 0.

0.150

005

X

X

(100-11.57)

X 100

187

X 0.

0.162

005

X

(100-11.57)

X 100

187

X 0.

0.185

005

X

X

25

(100-11.57)

X 100

187

X 0.

0.195

005

X

X

25

(100-11.57)

X 100

187

X 0.

0.168

005

X

X

25

(100-11.57)

X 100

187

X 0.005

X

(100-11.57)

4.86%

4.83%

5.44%

4.53%

4.89%

5.59%

5.89%

5.07%
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0.170 X

X 100

X 0.005

0.175 X

{1C0-11.57)

X 100

X 0.005

0.165 X

(100-11.57)

X 100

15,~ ».I
1

X 0.005

0,150 X

(100-11.57)

X 100

187

X 0.005

0.180 X

(100~-11.57)

X 100

17.-

X 0.005

0.198 X

(100-11.57)

X 100

X 0.005

0.160 X

(100-11.57)

X 100

18~ =

X 0.005

0.185 X

(100-11.57)

X 100

X 0.005

0.200 X

(100-11.57)

X 100

X 0.005

(100-11.57)

4.98%

4.53%

5.44%

5.98%

4.83%

5.65%

6.04%
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En donde:

X =5.23 V = 0.2264 S =+ 0.4758

Considerando que ya existe otro método reportado para la

separacifn y valoracifn de impurezas coloridas de Vitamina B (Acg

12
tato de Hidroxoccbalamina), se hizo un estudio comparativo de repro
ducibilidad entre ambos métodos, para lo que se analiza la misma -
muestra con el método en estudio y el ya reportado o sea por croma-

tograffa en papel, en cuyo caso tambien se hizo en 20 ocasiones, -

donde los resultados obtenidos fueron:

0,253 X 25 X 100

187 X 0,005 X (100-11.57) e
25——/’4-314
o 0.240 X 25 X 100 _
187 X 0.005 X (100-11.57) = TedS
3.-
<“'j,
0.230 X 25 X 100 - bR
187 X 0.005 X (100-11.57) .
4.-
/gl.’t‘t
0.240 X 25 X 100 _
i87 X 0.005 X (100-11.57) Faeh
1
5.-
..-J1lﬁ?
i 0.241 X 25 X 100 = 7.28%

187 X 0.005 X (100-11.57)
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25

X 100

187

X 0.005

0.228 X

X

(100-11.57)

X 100

X 0.005

0.255 X

(100-11.57)

X 100

X 0.005

0.204 X

(100-11.57)

X 100

X 0.005

0.240 X

25

(100-11.57)

X 100

X 0.005

X

(100-11.57)

X 100

(100=-11.57)

X 100

13.=

A4

0.258 X

(100-11.57)

X 100

14.- ™
5]

X 0.005

0.215 X

(100-11.57)

X 100

187

X 0.005

(100-11.57)

6.71%

6.98%

7.71%

6.16%

7.25%

7.19%

6.41%

7.80%

6.50%
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15, - '3
= )
: 0.210 X 25 X 100 - GiRk
187 X 0.005 X (100-11.57) =
16,< '
__________.:{ G
! 0.270 % 25 ¥ 100 _
187 X 0,005 X (100-11.57) ~_ ©-93%
17.-
,_,%- Cap
0.248 X 25 X 100 v R
187 X 0.005 X (100-11.57) c
18.-
ik 0.255 X 25 X 100 - W
187 X 0.005 X (100-11.57) 2
19.- =_I 115
0.225 X 25 X 100 =
187 X 0.005 X (100-11.57) = il
200“ Jﬁ.{
T 0.240 X 25 X 100 _
187 X 0.005 X (100-11.57) el
En donde:
X = 7.06 VvV = 0.2414
S = + 0.4913
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RESUMIENDO:
CAPA FINA PAPEL
Abs % de impurezas Abs % de impurezas
0.182 5.50 0.253 7.64
0.185 5559 0.240 725
0.152 4,59 0.230 6,95
0-161 4.86 0.240 7425
0.160 4.83 0.241 7428
0.180 5.44 0.222 6.71
0.150 4.53 0.228 6.89
0.1€2 4.89 0.255 Tudk
0.185 5:59 0.204 6.16
5,195 5.89 0.240 T+25
0.168 5.07 0.238 719
0.170 5.14 0212 6.41
0.175 529 0.258 7.80
0.165 4.98 0.215 6,50
0.150 4.53 0.210 6.34
0.180 5.44 0.220 6.65
0.198 5.98 0.248 7.49
0.160 4,83 0.255 Tw@k
0.185 5.65 0.225 6.80
0.200 6.04 0.240 7425

X = 5.23 X = 7.06

vV = 0.2264 v = 0.2414

§ = + 0.4758 S = + 0.4913
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Para llevar a cabo un estudio comparativo de reproducibi-
lidad entre dos métodos, es necesario tener la relacifn existente -
entre las varianzas (V) de ambos métodos, y de acuerdo al resultado
obtenido se puede decir si la reproducibilidad de ambos métodos es -
similar. El estudio de la relacibn entre varianzas, se encuentra re-

portado en la literatura de las siguientes maneras: La llamada prue-

ba de F(lg} o el teorema para encontrar la razfn entre dos varianzas
{20), en ambos casos:
/1
F = —5— + © mejor representado
2
F "1
{nl-lj (n2~1) vz

En donde nl—l es el nfmero de grados de libertad de la =
muestra nmero 1 y n2-1 es el nfmero de grados de libertdad de la =
muestra nimero 2, que como se puede ver en el presente caso, los gra
dos de libertad de las muestras 1 y 2, serin de 19, debido a que se

cuenta con 20 andlisis en cada caso.

Los resultados obtenidos para la prueba de F son:

- _V en Papel _ _0.2424 _
F(19,19) = ¥ en Capa Fina -~ 0.2264 1.0662
F = 1.0662
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La probabilidad de encontrar el valor de F = 1.0662 con
19 grados de libertad por casualidad es mayor del 10%, por lo que
la diferencia observada entre las varianzas de ambos métodos, no es
estadfsticamente significativa, y por lo tanto ambos métodos son -

igualmente reproducibles.

Para saber si el método reportado para la separacifin de
las impurezas estudiadas, y el método que se propone en el presente
trabajo, son igualmente confiables, se debe calcular el valor del -
error estdndar de ambos mé&todos, donde el error estlndar es igual
a la desviacifn estdndar sobre la rafz cuadrada del nfmero de oca -

siones en que se verificéh el andlisis; los resultados obtenidos pa-

ra ambos métodos fueron los siguientes:

Capa Fina Papel

& = 5ATS8 . 5 oapes e = 0:4913  _ 4 1098
e faq
/20 / 20

Por los resultados obtenidos, podemos ver que ambos méto
dos contienen un error esténdar similares, por lo tanto podemos de-

cir, que ambos mé&todos son similares en cuanto a su confiabilidad.
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CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos, podemos observar
las diferencias existentes entre el método propuesto y el reportado
en la literatura indicada, siendo basicamente el tipo de cromatogra-
ffa que se emplea en cada caso, debido a que la muestra es preparada
de igual manera, y que la valoracifrn de impurezas coloridas es simi-

lar en ambos mé&todos.

Asf mismo, podemos ver que las ventajas que presenta la -

cromatograffa en capa fina, son:

l1.- La ganancia en tiempo al efectuar el andlisis.

2.~ El requerimiento de un equipo de f&cil manejo.

3.- El ser un método econbmico.

Con lo gue se cumplen algunos objetivos del presente tra-

bajo.

Si se toman en cuenta los resultados obtenidos en el ané-
lisis estadistico presentado en este trabajo, se puede ver que el mg
todo que se propone es tan confiable y reproducible como el método

reportado en la literatura oficial.

El ahorro en tiempo v lo préictico del método presentado,
al igual que el haber comprobado su reproducibilidad y confiabilidad

con respecto al método ya reportado, nos lleva a la conclusibn de ser
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conveniente su uso, en los laboratorios que asi lo requieran.

NOTA:

En el presente trabajc, se recomienda, a las personas gue
trabajen continuamente con sales de Vitamina 312’ que las mantengan
de preferencia en envases ambar y perfectamente cerrados, al igual -
gue si es posible a bajas temperaturas para evitar su mdas rdpida de-
gradacibn; tambien es recomendable el valorar el contenido de impure
zas coloridas, perifdicamente para ver en que tan buenas condiciones

se esta almacenando la misma.
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