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::.HF:iTULO 

Al'4TECEDENTEQ 

1.1 VITAMINA Bi:¡ 

LOS factores más imoor~an~es.en la nu"t.r~c1ón humana son la inges -

tión oe ·vi"t.am1nas. oroteinas. carboniora--cos. grasas~ v varios am1-

noáciClos. 

Las vit~miria~~- ~e r~~uie·~~~:-.oara.~Ü~~~-~ ;-~-~-~~~-~-~~'.,dé~,~"ía·'~i;da e~-·-·e1·· -
¡····,,- .·_,,., •. '<>;;~. . : .. -~- ,-·-,. ;,:,',.,:·, ,~:.:~:: ·-·· - . 

área del· me'.1:.ab.01.ismó cíerieraf .. i<eri'··donDe dunci"on.i:iin: é:omD ·,:_~o:~ri~i~-~~- i i) 
• -.... . - - ~' ~ • . ·" -· ~· ''""-". ·,e - ' - ,- ' ::-:'>!. .. 

La oe.ficienc.ia'/cie·_- ~-ad·~'.:-~it·~~i~a -:se mani1ieSfa :c.omúninente··.'.oor: ~un --
'1 " i)':_::,. , .. , .. -i~-~.·- .;:·_. . ::.;:,.··" , ~ ': .. 1:• . , _:;: . ' -'" 

comple.io·_ Q~_':-1.Pº-~~~ ;·S.intomils·~ _:::·; 
:-;~·--·. 

La úl ti~~ ~i-t~~-ina}:~-~~;;,~,F~_Po: a -d~ScUbii!-~~·i·;·.' ~~t- :-1-~~~~V~-~ilnina s.i2. --

aisl Sda en 1948 : .. erl :;·fórrria :· cri.stal ina a o"artir:: ~e: fraCci-on"eS_·.de ·: .h.ig!, 

do v, coco desoué·s~"s~, ~e'mostró_- su _,~s~~hif«t.:C~~~J ;:~ª~~- ei· :; t~~ta~¡e:~to 
de la anemia oerni~io~a. :-:,, 

,, 

La vitamina 812 córresoon,de a una serie· ci;,;··;,.ust'an,~i·a~, .'.deii~mi~adas_ 
cobal_a~i~as~ J?~~een cobalto en su ~-~-¡-:é~~~=J.,~'.~.f~~\:~;~'~:~·~~~-~~'.-~~~~·¡: :4 cor 

---.--·- -:':-;-.·,-.-=\'- -::v-: 

a través ele.una cadena 

v oue Cont.i~~;e ~1'; -~~··bÉll t~ Íriv~ierl.te unido_ 

de. ami.rlooro~~;~:~-~- .v ~~s~~t~--a i:~, .. D~~~¿-~sa. 
nas laterales amidicas 

< ,• ·::_: : :_ .;': __ ,· :· .: ~ . 
Para formar la vitamina a_i2. 1-a ~-C-oba.ñidá s·e:-unl! a-1, dimetilbenzimi-

dazol dando lugar a las cobalaminas·. La vitamina e12'-es· 1a Cianocp_ 



balamina y oosee un Qruoo cianuro unido al cocal~o. mien~ras oue -

la vi~amina B!2a semisintética. es la nidroMocobalamina. aue tiene 
' .· .. 

un c;1ruoo hidrDxilo'·en vez de Cianuro~ í2l:~~'ia ·:fór~Lúa'.Oe_ i·a 'cianocO-
\. --.·" .. '. 

balamina_es: C63_.HBB·CoN14 014 :P. _í:o.;·/oeso·molecúlar·,oe 1355.38(3) 

;,. '·<'·' :- ·:: 
La vitamina: B12. ·:se.~ ore.~e~ta en forma de_~,;cr¡St~i~s: ro·10·'.·0S'curos v 

amorfos. v ·t~énbié~·. :~~·~o·~·o~Í~~, cri~-~~x-~.~-~···:~o/~~:··,:-~.~ ·~rya '"S~St~~~i.a 
anhidra altam·ente'. hiQrOScóD.ica ·y.,C:Ua,.;do:Sé .. -e~~i:>on·e a1··~ a1-re ·ot:íede aQ 

sorber al red~~~r~-d~1f.·~~-~'.: ·~o;·.· ~!¡~·~~-i d~\-~q·J~ ~ <Ot·;~·-_; ~~~.:~~J~·~:~-:;~¿t~ri!i 
ticas es su •;;oli})il¡d~ci ~~~~~~h~i. é '~n~,;~u~~1Í~~~·;~'n .~;et'oná. · clp 

ro-formo; ét.;~' ~-~ ... ~~¿,;,, soiu~¡·;i~.~;d• e'.:.' aQÚª'.:(3,1i·ca5 ~¡t~~inas 
·1· . -· '-'./· -. --· ' .. ·.-: ":'.:·· ,. _ _. ,. '·. ·-:! .• -,,, 

Bl.2 son· termoestables.·:.:sobre Ltodo,:'l~.~-cianocobalamina y ,res1sten 

las temoeraturas': h~tii'~L."~-i~S del auto:~i~J;: -,~-; 

En las ane~Í~s ·macroc~\;.'icas me9ai'óblá.sti,~a~~'. ·,'ac.tüan: l·.;.,., vi.t.Bmina 
. ,,-,· ~ _,:};_, .-.: ·'' . :<· .. 

&1.2 o cabala·mirlaS ::a·~or·tandO un. tcil:tOr:··aue .---;¡:¡tita.;. a·1.-o~inc.1Pio ant:i. 

anémico .o hi!·in~ti-~iC~--riE!Ce-s~ric;-~- Ja¡;.a~c-ü~~:"-~ri't-~ci6'~i~'~i~:;·~~~~'~1 ~.En 

la anemia ~er~:¡,~·~:~-~~·. -:~~ :·~é.ci'Ui~ ;ó';$~'.a:;·-.. hi·p~:r~Í.i~i~a".·~~~o~/ac·é·f6n de 

la Vi--tamin~-:B.f2'z_·.::::~-~~'i~'e; a·(·S~ _::e'~ta·~:~:~n-O~~ait:- no h.{~~~-~l~~i:c~-~ :'En 
-,;: ':'>~ . ·,~:·~ """"'''' ·~~-_--;-;::..~ 

este caSO~~-~fa~Or_éC~~~1ii/di~Visión¡-v_/~~·dura·ci·ó~·, de rils(célulcis_;Of.iá.i-

tivas. d·,;. la\,~é~,rí~,6s;;á<,Ji.;~'haÍ:~· .~~º~ir1-~ .. ~~1~-"~>~'~{11¡.;,~.ia_ 
normoblástica de dicho de~arroll'o., produi:iendc; 'en Si iaumel'ltc- del· -

volumen _Cc-rPusCu1~~~ _ ·~'~~1C»? D· .. Mcv .·, de,,;)'a_,._h~m~g16:~1n,~::, c~;:P~'~cul·~~ me-
~-"· ,· ':·:·;_-; ' 

dia o MCH ~ del: v'ai<)~;:~¡.;bul¡,-~ o indlce c<)l~rimé~;1~C,. T.;_;.bién 

ccnsti tuY~.:"--~n-·.-.-;~-c~~·r;·'~:~~~:~a~'i-o oara, e·f~- ~~~.i·~nto d·~-- func1ci~es orpá-
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eciteliales. y bucales. i2 .. ~··, 

La anemia oerniciosa orovocada cor una:de1iciencia crolonqada de -

vitamina e.12. ··t~a·e ·coíi~ig~· i'a· _·fal~~-. de croducción del fa e-cor intriQ. 

seco c~~sidera_do ~como un·. de.feci~ bioouimico. 
-· ·'; ~' 

El factor· i·~~·~~nl~~6·> es· Lin·~·::·~e;;cl~:-.de ·~u~6~ro1:e:i.na es:~~~ial oara. 
':-:.:>'. ' ·-~.·. ' '. - ·. :_;' - ,'º·,-~ 

la aosorci(~)n·.d"e: .. 1

1·a.-v'itam·ina ··a travé·s .. ·de'.'.·la:-,:·aar-ed ~i-nteS·tina·1 >En ja .. . 

anemia. ce~·n1C.ióSa"::1~,.·;;1 t·a·min~- e~.~~~d~i·n·i~t~-~-~:~:~·-~C?r> _~i~: .. ó~~i 
"';"' •• •. '.!·. . 

acctrrca-

ñada det" f~ct·or· .irit_r.ÍnseC-~. ::a: fál tá;:-de'.~~-st·e.: 1·~·-.~:v1t·~mú~'~ ·. ~S inetec-

tiv~ .. tamb·ié·n:.··J;i~~-d~ i-~v~~~-~·a·r~e cor ~i-~ :·:~ar·;~te~-a1'_·:·'~~ .-~~n-~:Í.-~a~"es ae 

microqra·m~'~t 4 ;·-~ ... ·H~~- ·. orc\~~-Í:~·~~e~te -~~',.-e;ist~:~ casos .de"muerte ·cor: -
. :.;•~.:.- ··.::> ::'·-. 

anemia perniciOs'cl'· Si "~s· b¡~:ri_ tratad~-~ · 
. . ... ~. ..:~> "·:·:,, 

En e1 organisr.:.o~-:i"ás __ ~it~.~ináS :~~_2 .. ~-a C1'·~'nocobala~'in~": Y. la "hidro>eq, 
e 

coba i a·m1na >· ~e·L t:r~n·~1o~rm:a·n· en-, s:·'~de's"o>e i'~;d·~~~~li'~-~b~.1~n:.¡,"~:;· dencminp 

nada co~nzilll~ Bl~.~ u~~óli~/1~,d~s~;.~~d"n~~i~~ c~n el.cobalto v -

en metÍ'i cOb'a1 ~'~in~'~, t·~·;,..b . .ié'n ·-¿~~ :: c6~-nzi·~~~·;'. ~i:k: est:as · d0s c:oenz1mas_ 
..... :, .,_._-; 

se encuent~~n: ~ii .-:lii_ s:a·n·,1·re· ··Y~.-~~~-~,~¡' .--:~:~~.~~~o-~~iº~) 

Cabe, s~-~"~1~~ cue la ci:'~,~·~;~·6'b'.~-~~-~~·~·~.~'.~~-'!:~·~:i·~~;~ en estaco nal:Ural v 

se "forma duran.te. )a: e>e t·r~.~·Ci;óri .~_"J~\· 1,~~- f'L.~nt·~-~ ·~atur~l~~. 
En cambio :la hi.dr~·>:-ocoba'l"~miñ_a'. :a~nou~ .. :Qe~~~·a1'-rien~e se obtiene a -

oartir de la c-l:·~~~·~:O~·~:~-~~·~¡.~-~:: ~:~~~-;~~~~-~~--la<· forma ·-na~u~al . de la v~ 
"«"; ., .. _·.· .. · 

tamina B12· y asi se·: en:~ue·~,l:ra norm~f~-ent·S._ en sangre v en ·hig:aoo 

trans1ormada en· coen~ima.(2) 
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Es orobable oue las cacterias naturales de los alimentos de origen 

ve9etal sinteti.cen suficiente vitamina B.L2 como cara -satisfacer -

los reouerimientos de aouellas oerson~s cuyos hábitos'.dietéticos -

no inch,;yen alimentos de ·ori9en: an·.imal -~ 
·'·-_<:' .. ;>-.; <:::·~-

El contenido_. erÍ: -~i ;h·igad~--'. ;j~·-_,-v1ta~i'na · B12, ,.es müv. _e~c~sc: · v: comer -

~-

La vit~min·~ es· o'recip~·t;a~a .:_de rclS~<SolÜci·On-es ;::a:·~u~:~aS".- con. Su1Tato 
. - .. :. ;~--- ., , .;_.-,,. 

de amonio--'inediant_e er,·· ~r;arei;iado'· ~e.:.rl~bUtano1; .; i~~;·~~~i1-·1b;:~.iórÍ ~e --
-;: ·-'' 

realiza cor c~~~atog_rafi.~ usan?~-~ ~·e¡,t·~nit~-'.~D~ó_.ao~~-~~~~~t~_/:··_-en el_· 

cromatcgrama ."las ·ban~das_~ rojaS'Q'Ue-~.~ind.ical-i-;a ·-1a·-Vitam1na. se· secaran 

mecánicamente v ~-e·.~~u~·e .. con ~Q~~~·:::~~'r_.·ag~_~g~'~o-·de"aceton~:·'a la SQ. 
- . - ;·,:·_ - __ ·; ¡ :~.· . - . .' - •. 

lución acuosa se cri.st~1i.2·~-:_y-_es ·pu~ifi·c~~a- o~r_ recristali,ZaCión 

con acetona. ( 4) 

Pa_r_~e ~:~ 1a -1 l~'ra nDrmcll ·. d~i. -rnt~Stino -

del homb·re y,"·d~ to~· ani'~~l~s .. (~) -:~re.d~m¡·n~nd:o ~~-- ~l i~~-~s~·in6.':,~ru~ 
so oor el lo ,5e ~-~"!~-~~-"ª ·.1:~~bién c~ll~~-~il_o .. , ,,eS;os '·~aci:{·~~ .~oséen -

un oajo a~:~do_ ~~ º':',to9e~iC:i'dad, oara _ei nOmbr~~ _sl.n .. _elnbar~o. causan 

más infecciorí~~-«,<~n<\·~s. v.ias urinaria~· que -cualauieri- otro qruoo de 

microorganismos. (6) ;· 

La Escherichia: coli forma ,parte de los o~ganismos entérico's al.se -

son un g:uoo heterOgéneo de bacilos gramneaativos .. no esporulados .. 
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estas bac"Cerias son aerobias. Termen"Can una oran varieoao de· caree• 

niorat.os v ooseen üna eSt.ructura:an"t1oénica comule1a.(5i Este mi -
o> - -. : -

croorganismo· tiene l1na - ~-~,..:á:~·~e~Í~t1ca i~~or:tan'ie;·-·a··o~'.-:i·o· oue-·se l~--
<···--

menciona· v es·· como 0 se:-~eñ'.il}Ó-,·~-~n 1t~;,.i~rmenl:~·<~ui!·.- r&.ou1ere :.;ar::.;(~u --

crecimient.ó, a_ l:~; ~i t·a~-ina·-. B12· .:-- -~StO "S·é:·.Cu:>'ser~ó -~·¡;~ ~:~-~~~-~-o·- e~.: un _ 
_ ,_-.\--=--- ·- ·- --:-'.·.'; -:::\-. -- -

ensavo· cara, ti\" 'utili"Ziléi·ó~ .dé~ et·a·no1ami~a:.<Ai-:'.Oori~r varias cecas -
---;_\'•: ~>. ·+·~-

en· un ·medio' d~·._:gli~e;::~l<~:.;-et~n·oiam·i~a-.:~_Corl\i-4'H4-.~ -c~'m'~· -~·¡~::.:~:~ ·::;:;i~r6p~ 
'::~'-:. .,.:,;·· ,. -- . -~·'.,,-, 

no. rio s~-: c'r~~Ü.i"~·: ~i-.~-~~ü~~-~-~~-~~~'i~~.~~ :·.,~} . .: n6:'.:nab~c~---"~-~b~1Bni~t.'rla~·¡_a~·re-
gadas e>:-te~na~.e-n·te>.· o··-: én :_· i'a 'p·~es·encia _de :' c'~bin'á·m'iaa ... Las~· C.!é·~s1 cré-

cierón en·· ~~-~~61·~:~'i·~i~/~1,.:'.·;·~1;.~~·~,~-~e:::\~l. · ~~~i~~ :'~fl~b:~~~b;~~i--~~i·na·(: metil 
•,, • "•.\."·.' ' e , .. 

ccbalamina:.o adl!riO's-inCcba1añi1na·~··.(7'->'::· 
'.:·',. '.:;>- '"' , .. •, '··-

. ,_;_ 

1. 3 Ensay~Js. /i;ic·~·C¡u·í,~i ~6~ d~<·.·¡:d·~~:f~tf i~·a·c·ió~ 

Dentro :de est·~··;'SeY..·i·e-: de ~~b'~ia~i~~s~·::j~-~·er;C:Ueri"t:ra .1a: CianocObal ª~!.. "' '::. -;:·~·; •' ,,., ';,_' ~~_;_~_: »-. ,' . : ', 
na la cual "se._ouede-iC:féOtiti'é·a·,.:.·.-.:-Dor~-~.~~-clio;de-alqui-los;ensavos 1isi-

¡_~:~~,. 
coqu!mi cos- como -s.on: · ::-._-: ~-~'.~.:: . ..::'-~~~._,.,,~,: ·!~~·;,,_ · -:;,.·r-;~~.:..:. 

;." .. '· 
Y diluir ·con·~it9uá~'a·V'o1L;men~·:.:t...s~·r~ una 'celda de .t ·é::m.-~',Y<·a9u'a- como -

\-:-;-<"- - ,..,, '-- -= . ./~~J-.,~/.i::·.,._, :-- '. - '_) i::_:__· -_»O:-.__ . :_- -··.:.~-o-

blanco.:· POr: rrÍedio"~dei'té~Pec·t·ro: de _ilbSi:)~Cióri ·en .. ia·~·~·¡;qió~·~ ~1 t~av.io-

leta-visible~ ~:~~~:r\~ 'a~~D'~~ancia• en ··la <~ío~~ci;;~ :~rlo~9i~u~es -

de onda de mA>ti~a ~~~6~~~~n ~e 278~ :361. 550 nm. La ;~l~~iÓn 
A3b1/A278 es 1~7o:y 

." . .. .-, .. ·e::~º , T~:·1't-''.- .. , •. ", 

relación A361/A550 es entre 
, ··~; 

3.15 V 3.40. ..·.•·· .. ·.··.< ' · ... ·· .: ··'.·.· . ···•· ' ~· 
\ :.· . .-· ,.,. 

Bl En una·: cap.sula~· de cO·rcel"ana ;·1Undir 1- me{ de cia-;:\ocoOa1'áln1na. con 

50 mg de pirosul fa~o d1/.'pat·a:~J.6~ >~~~~~~~-~~;-_- ~~~ agi taaor, ce ·:.vidrio 
',·,.. __ , 

agreqar 3 ml de aqua v disolver por ebullición. A:~r'7'~'~·r 1"-qota de 



Tenolttale.ina •1 solución de nidroxicio de socio hasta color rosa .. 

Ac;:ire9ar 5(1(1 mo de ace't.aT.o-:oe SOi:::iio .. (1.5 mi-·oe ,soiución .. iN oe ácioo 

acetico .; ·u~·s ~1 de.~~·¡:¿,~i·~~ íl'.en··sool dE. s'a1 nitroso f<íl :-~itro-
so-2-naf,~~i~~-~:··~-iS~·ii~~~l:·~·\J~~Óo'~·~~-; :\~:~~~~e-: co1orac:ion· anaran.1~ 

,; ,· .. ·_.·.·.: .•,' :_.,::, :-__ -:-·:., 
ca ro1 iza .. ~gr~Q~r-··"-0. ::i'· ml -·de acido;·clorh.i.drico •./:hervir« durante J.-

minu1:o .. Si esta: oresen1:e- i'a · ~'.¡:~·n·¿:~:~-~~:i'~a~f~~~:: · deoe. 6;r-si;s1:ir -. la __ co~ 
loración"' r~~~:i k~=~·~¿.:. ;.:; ,· 

.- ,-. . ' 

1.4 ·Mét6aos J~e;-~:~-l~)~ci;~~} 
Métoda' FisicoaJ'i~i¡~, 
a) Trans!~r};· .. ;~~~-:~-~~·:.·d~. ~u~-~-~r-~ - a· un· matraz vo-

lumétric.;- d·e.·l ;:i>~ t-~:~. ~~orar. c~·n:·:.- ~.ci·J·~:~:·'~ ·~~~clar: ~- .. , 

Oisolver:-.. en .-:áq~;~·::·~~~:~,:~:g;~¡¿~_ .¿·¡;;}Ctiiad-~'- d-~:~:-¡~----·sustanCia~ de 

·- ;;_:,-;;, ·, --, .,,__._...:..::__ .. ~ 

ref eren-

o.btener una ~so·lución· de' rei=er·erlcia · d~-.:30 
• -" -~ _,·_,,,. i" --<~~~;·- .· _'.: - -- . . o 

es~~ct~o-f·~-~ó~~~,~~.-~ ~ oel:erminar . c:oncomi tamente ·-¡as ::~Dsoroan En un 

ce. . . 
. . 

·,, :. • . • _'t 

Calcular·1a ca~Üdad ~n·mg d~·C63 HBB CoN14 <• 14 P.enda·muestra -

de CianocobalamÍna · uÚÜzadac· o;,r la: f~~m.'..'1a;· C:!~m/Aref): en la 

cual Ce~- la c.once~·~r~~·i·~~ en.uc por:-_mi~-~~
1

·i·~ -s~~~-~-~·~~ de. re"feren-
- __ --,o_e-· : , ~-

Ci 8 de cianocooal.!.ÍnilÍa·. Am y 'A·ref son l·a~ aoso';~-a;..;~ia~- de ·la solu-

ción de la- muest.ra. Y de~ la, solu~¡On .,~~-:·~e~;-~~efi,c1a.'·r:·~.s-oec:tivamente. 



Métodos .Micr~.bi~_lóqicos 

~n los oróced1mientos microbiológicos. el reauerimiento fundamen -

tal para la': med.ici.~m' de·· la ·actividad de vitamina B12 es la incaoa

cid~d--der:ílú .. crc,o~'~~ni's.~O .d-~ ... ~~-nsaVo. o~·ra .-s.inteti:zar a la vitamina,-
- ~ <, :-

debe reQÚer'f,;. .:de:· e_1·1 á. car.i\'· Sú: crec.imi·enta·· y_- ser sensiole a muv oe-

Qu~ñas· ~clOt.idad~~~ oe ··l;~\ ~-~·~~~¡;~~-~-{ 
~ ~J:' . ·.- ; . ' . . 

Para. tal es·. 'e~sá'Jos:··: ;;,l.crooiános:i se oreoa;~n L .. aios ·nt., ... ~-c-ional men -

te· cómole~ti~··:·S:~~i;~~~r-~ -~_}1- .. ~Í ~:~~-in~;; Que_·. es-e~;~~~.· ~~~LtdiO los·- medios 

son in0Cu1a'~o·~:.~ -~~~S~-~~-n crec1~~~n-co __ .~¡~{(n~~-·.c"O :n~·~c;,j~·o·.de: acueroo _ 
:- · .. .- ,-.' ':'.: .· :;-":·:« ~- . ··\_. 

a ia ca~·tid--ad· .. de v'i t·ami~a/~-º~~q·~~~."·a{;,z~~c;io·::~-Ef: .. ~-rac;~.'.-o'~·.~~~Oues"ta 
- ;\' -~:< ':-",> 

de crec'i.mien"éo 'se de'term.1na··oor i:.urbioime"tr.ia. ~·esoéct:.rOio'tomet:.riS: • . "' ,•; '"'-, 

titulación del á~ido_o-rod~·~ido~'í~:Lo,~.'?ºr.~~e·~~Íci'~-ri de .naioS'.'de:cre'.-
'-,'::·.,.::." 

cimiento. 

Los Métodos Mic;~b-~-~1Ó:~¡-~·~~.:-_:~O~--:~~s. sicuientes: 

a) Método Turoia imétr1 e~-~ '}Se :..~o;;;~~~~~=e~~ __ e 1 '. e ~recim1en"to~- ce f.--~i ·crooroa

n i smo Lactooac:111uS 1e·i·C:~ma~-~-1i · !~~,: ·.:_·1 a· i;r:e~·e;nci~ -d~~:.:~·l~·:·~;·~i:f:mina --

012. A una ser'Í-~ ·~'~ t:.~~d;~:;:.~u~':~,~~~{1~'.~,en-::-~a¡Co ·. ~é. ensaY~ ''a~, v1 tam1-
, \;'~' .'\ :.::;.,.·. ·' ~· : . - .. ·,: ..i 

na 012. se 'iés aareaa-'°cañiiciidBS"«meoí'-d_c\_s°',--ae--(1á:·.V~táfTI1n&--: Se ·1nocU-
·-,... - + o 

lan loS. -c.ubos con'ei'· 'micr·cJorOar11'smo ·~/,·se;~nCuoa;.. a' 32«·c ·-·o-.!\ e ae 
'. ,:,,,. •• _.,' •• ' •• •• ::··:·. < •• ,'" 

.Lb a 24 horas~ El oY.adO de crecimient:.o. :·~·e ·miae· cor la :oe'term1na -

ción de la 'transm1tanc1a oor·mecio ce un escect:.rofoLóme"tro oue se_ 

a:iusta a ól'.1(1 nm.(4) 

b) El Método cor difusión en placa: en este__ méto_do ~e observa el -

crecimiento de la Escnericnia coli ATTC 10799. deoioo a la oresen-



crecimient:p ·se· in.:\n~'fie~ta_. eÓ· na los oel imi t:aoas "en Terma circular .. -

en las cuales·: 5:e un 

•1ernier: oiqital. 

===-===-"""'º"'l"'°"i en el ·método' de .. valoración' -

de la vi_tamina ~--B/~/.-·:: .. º~}~~:~ .-u~>:·~l~nt~-~~i~~to -oe_<acueroo: al· oiseño --

oel Cuadrado 

1.5 Diseñ~'>de 

El diseño' del ::c'ua·d·;.~d~ Latino consiste· en oisooner tO's tratamien -

tos son ·1as u.Oio~o~s···de·:·~ru~-º-ª'31.cadá t:r~·t·ami-~nt·a se-: oresenta una 

vez en caca -f-:i'i~~·; ~~~-.. ~~·i-u~Íl.~:>~,a~~:.:_~·i:~a -!='om~\-~a~;~ -~~lL~m~-~~--·-es~---~ln 01p 

oue comoleto. En' ~l :¿·~~~~~d'~ :¿~·¡.¡:,~~ ··e{,;·~~:merc/~c.e·~ .. T·i~~~·. ::·:~ol·~.i~nas v 

tratamienl:.os--~~D~~\~e~-~c~i··;·-~~~:~~~~{;~f~~S ---c~~-~raco~~·- máS .~-co~~n~·s. Va'n·· ce -
.•_: - - - ·e :'.•- ' .• ' 

El Cuadraoo ¿·atinO·-es):a.~ ... es el ·Que_se. ocuoa en esl:e Métooo .~u.ero -
e,, o• 

oiol c~u~ico ~ --_:La$>-c~~~e~'Cr~c·iones ce-·v 1 taRi1n~ ~- .B12 a~'e ~~~\ C:~t-.i~~en en 

el .ensavo oe las mues'Cras v el estancar. ·son·~1DS-~ .. :tra1:8mlérltD-s. Los 
."' .,,. , 

tratamientos son reoresentaaos en es't.e caso ·~~'~. nume'~~S<oue_,·van ..:__ 

del l al a. En la 'Caola de Cuaorado L.a~1no caca ~~~ .. ~---·_:~~ ~-i~s: rl~meros 
aoarecen una sola vez en caca una ce las tl tilas v las:d columnas. 

en 1orma aleatorea. 

La colocación de los tratamientos en el meoio con .inóculo ce ~sene 

e 



r1cn1a co11 concenioos en la ca1a. se neice oe acuerco a Ja Taola 

de cuaoraoo L.&'CJ.no .. la ca1a se incuba .v se mioe ei oiameLro oe 

jos halos ce crecimiento. a las ·lec'turas obtenioas se':les nace un 

análisis es"Caci.istico v se obtiene la cantioao-_ ce Vi Lamina ·a.l2 coo 

tenida en las muestras·. (8:·1 

Una oarte ini:eoral d~l : Mé-~~d~ ._MÍ-cro~ioi ógico 'o0r e1 ··cuadrado L.at!_ 

no. 

efectividad .. 



CAPITULO II 

1.- Justificación 

La mayoria oe los t..ab'orat.orios t=armacéul:icos: oue 'fabrican· oroouc -.. . . - •' 

'tOS con Vil:amina' Bl:2' .. -·-rea:a.Í.2an·'~-ia. val0;:..aci6n _oe este\' vi;t:.amina cor_ 

el Método M.ic,;.~b1olódico :.TurbidÍ-~ét·~i~~-~-;~-i -~ua1·_:·Se:. na ~bserVaOo.

oresenta limitación ~ri ';~ ¿,CJnf~~~,}iCJa~. ci~.?º~ i:;~slJ1~'.'oC>s oue se -

ootieneri J-·~~r :- e~I~':, ~b~i vo 1·a· ·'·¡ ~~¿i eníéntaC:ión · del·_·, Meto'd0: ~i~~-obúJl ó 
·-:} :-'(. :>. /" :~~ ,.,. ' :,:.., 

1oa1co· emoi e·a';;·oa··: ~i -~isep¡o··C:t'e'1··::c;uáá'·rado·_ a.:.:a·t1n·o .. ·ax0. /al -~-~-ai.·i-za~-~e 

__ ,-1 

un arr:-e9lo ale"at:o'r~o. "Con la· VQ1iC·a-cion·.'s-e·-~1~-~~:~ia -~~-ourio~o aue_ 

es-ce Métod~ s~tis_T.ace · 1 os· r~~ui~:i t'Os.': ~-·e'é:~~~r~=os. <o~,r~ ~o~·er· aol l.car:. 

lo. 

2.- Ob1etivo 

11 Imolementar v 'Validar el Método -MicrobiolóQico cor di1usión en 

oiaca emoleanao ei Diseño oor Cuaarado LaLino BY.B. oara valorar VA 

tamina :S12 en un Jarabe Polivit.aminico" 



CAP!TlJLO 1 I I 

DEFIN!CION DE CONCEPTO& 

1.- CONCEPTOS DEL METODO MICROBIOLOGICO EMPLEANDO EL DISEílO POR --

CUADRADO LATINO. 

. . . 
- . - ' 

J..J.-·úiseño oel. Cu.:\oraoo-Latino:;Cons1ste.en 01sooner 1os .. 'trat:a --

tamiento se oresenta una V~~ <~n cacÍa )ila V ;:o!Ünma~. Este disef¡o '-
,.-, - ' .. ·-.· .:-

incrementa 1a-. c~eci5.i6,.:;·.-- ~-1'.im·i.~ariO'~:_¡-~·~-::~fe~-~·~s ·.oe ,)as ºcu. feren_ci_as 

entre las·,. un1~ao·~~ .--~-~ ~_.~;-u~--~á ~. y-·::~a;l~~~~~;~~-~-~-i--J~- :~~-e-~:~~S': ce 1 a oreoct 
·'' --;):_--

ración y las Clos'is. Los cuadradoS"-latinos:mas· comunes~van oe 5>:~ a 

8>18. l3.9i 

1.2- Tratamient:o: ~s la cara·c't.er.isticá o~~ se, d~sea_· va.Jorar _en __ una 

prueca. i:Sl 

r1os cuadros en direccion hori~ontai lFila) Y en 01recc16n ver-c.i -

cal <Columna·1. 

1.4- Tabla de Cuaoraoo L.atino: 6ucer1icie olana en la aue esl:.an e~ 

critos los tratamientos reoresenl:.aoos con numeras. aoarecen en fo~ 

ma aleatorea en las S Filas V en las 8 Columnas • 

.1..5- Halo ese C.rec:im1en'to: E>:t:ension ae una suoert1c1e. oe!1mitaoa 

C:lrcularment.e oor el aumen't.o de m1crooroani.smos. 



i.6- Vernier Dioital: Keglilla graouaoa móvil con sensibilidao ji-

mi te ce mm y cent.esimas· oe' mm. Tiene una oeoueña oant.al la donde --
_. · -., '.: 

Lioarecen :1as lecturas cue, se ~o~af}·.:ce los.' _CÚ-áme'Cro's de los nalos -

ce 

2.- CONCEPTOS .. DE VAL~ÍJA~;ON Y.DE SUS PARAMETROS • 

¿ • .l- Val ·¡·~:~~ión:~::·r,~~~1inen~-~-~~~s~¡;>¡·t:~<.·a~~-- ~:~~~6·¡·~-c'e, ~-i·rav:~S · oe est:u -

aios oéi Ía;,C>~~~o~¡b~)OaJ~,l~•c:(;,~~~t~·~·~Í ,'·;·1eiooo ~~.:~s;~~e los· re-

QUisi t:os par: a _;l~~~:aril¡d~~·¡:ci~'e~ :'~n'ai:.i t:-i~~~ :-~-~~:~~~-::·~lº 'La'.::··~aoa·c1aaa -

se e>: cresa· en; es·~~ ~-~·S~·~·,:~n'~-:;i~r~-~~OS De oará~eÍ:r~~ -~~~-¡~~~:l.COS. ( ¡Ü) 
~ ... ~ 

2.2- Line;,.,~~o: La i~n~ar¡;,.;cl ,de u~ '.~~..'.~~ma:o ~:e.~o~;, ana!i~ico es 

SL1 habi l Ídao / oa~a'='.-~~-~gÜ~~·r.::~ue·: J'óS'}re"Su.t tado;:;an'ál:i.tiCOs~~- ·los' cua-
... -.,'. "' - ·. ·~: -"· .. /_.;,- -

les oueden s~;.: ~~~'eri·i~~So·~ · ~ú:a:.e~tá~e~i~,_-o ~o-~· ;n·eC¡,i~: ;de .. u·ñ·'.~;~:·t·~~-ns.for-
_,',;', >,;'.:·. '·,:,',-, -·:~·;::: > .·· 

mación matema_tica.~· c1en '._def infóa ~-;.son :r·D~'oP_OrciOOaies~_·a';-: l á'/c.?ncSrl ~ri!. 

cien oe la súsiaiíci~~dé~,1:'"º de i.ín;~ran~'ci, ~~~terniin.:~o;;,:~~i~~' 0Uec1e 
definirse ·como ·¡~~.:medición :.-de{.:~:~~d'~·- 1~i'·f~·~·~1~~:·"J.:~·:,~~--,.:~~·, ~~~-: -d~:liof-a 
ción se aPro>c1inaé a ·una· i"i~e~··~.:~~·-~t~·~·(io;) -(~-.--. ::;>·. 

2.2.1- ~;' c1~1" ~1:t~~c se · oete~m:1~,;;cori~~;.;v'~nj{ 2~ª cur

va de c~1i6:~~,~'.i~~-: cie ~-'uná·:.!'liSina':'.~"~~~~~~i~·~- .. ;~~~~~:~.- J~iiJ.:~~~nc,~ ~~and.o -

caaa ci-

lución. 

~l intervalo entre· las concentraciones a anali~ar-decenderá del --

objetivo del método cara propósitos de control de calioad y de --



seau1mient.o oe ¡~; es't.aDil1oaa oe un tarmaco en una Terma iarmaceu-

t.1ca. oeoera est.ar, 1ncluioo el 1(u:1;-; ae la. Oos1s. 
. . 

2.~- E)1act.i~-tlci·:· ~~ ·i'á: c-o~~o_roari·¿:1a·.~ent·~;e un</~:¡·Q~.:.·6ol:eri1~0 e>;oer1-

ment.;\lme,nt:e v· :el·~~vai'~r de.· r~.~er:-.~.~·c'i~.;._. ~.e-~~-oresa·~.c·~~-~:i'·el" oorcien't.o 

~.!.: ·- ) : .. -~·: ~·; ·" 

adici~naao· cant:.'l.a-aOes·-.. cOñOciOas: ·ae ».la St1st~nc·1-~·- ·t1·0·¡':::.···-
,:/<":··: · ·.·;:':_{--':.:: 

. .,~ .. C1~ion ce un, .... ~~~º ,LlÍ,it1i~ ';.'s el º"ª"º º" 
·,,:·; :~: .. ~ ·: 

con.co~a-~n·~-i·~· '.:.~'n t.i:e ~'~s-u1 iaaoS· .. ·ána l . .i:ti.cOS. .irloi VioUaleS.(cuan'do .,.; el' 

una múest'~·a- ~~~~~-én~a::·:d~'(. a-~,~~S~t'o·~:. ~~ /:Pr~~-1-~Ió,:¡·-.;~~'-'. ~·n~<"';n·~~:ida 

9raoo:. de , r·ep~-~idu~~¡-~i--~-~~-~~- · v; '.~e-~~~·~~-; i\~-~~:~.:,~·~i .~\:~,¡~~~,~~~~:~:~~}~t.~~-º 
ael 

oa-
-.,. __ · ·.\- ·. .. '< .-; > .. _ .. : .. _ ..... -· 

jo 1 as·. con~iciO'~-e~ '- ·~~~m-~~_e_s de· O'oeracl.Ón -~ ( i.;. ;>'. ·. - º 

.i ~ ... "> /-

2 .4 • .L- Reóeti bi'll.0-ao~~~~ ~~~-~>i~~ ._Pr_e~iS:f6n de 'un -~~t-000 ana-i{iiCo e>:cr~ 
"':.:_',-'-:_:-;_ -' ,_;;.:- ·;· .. , 

saao comO ·,-1·~·:: c-o~·é'Oro:a:n-c·~a 'c,-c,;:.,;~1~'.~c:~;~~n;:r-e a-e·t-er~m11i·a-cione-s·~·iñaeoen 

dientes real1:zadas cor un~-~~-~~~: .. ~~~{"¡·~,~~·-. ,~:ia~;~:o -:1:~~ : .. :·~i~~~-~ -acara 
. . __ .-·. - --,-::;:-,-. 

tos_ v~_.técrl'icas·~' 1(•) 

2.4.2- ReprcdLÍcibilidad; Es la Precisión '[je un método arialÍtico· 

e>epre~ada.·>ca~:~- i·~:·"c:·d~-~o~~a~~cia: ent=.,.e d9t~'r;~i-~ac~·~-~-e~·-_··~~~~ce~:dien -
• ,_, ·-·.-- .-· ... < " ' -

tes realizadas DO~ d,ife-r:en't.es analistas. en diferente$ ·a¡aS'.en el 

mismo-v/0.diferentes laboratorios utili:zanao el- mismo v/o oiferen-

tes eQUÍDCS.(.10) 

2.'5- E;soecificidad: Es la medida del graao de interferencia (o au-

sencia de). en el análisis de mezclas compleJas. Es ia nao11idaa -

i3 



oe un mé't.ooó anali't.ico oara oo't.ener t.lna resoues"t.a oeoioa unicamen-

t.e a la suos't.anc1a oe 1nt.eres v no a ot:ros comoonen't.es oe ia mues-

t.ra .. 

2 .. 6- Limite de üS.tecC:ión: Es la: minima concentrac.l.óii de u·na SU5:tari 

cia en una'·mues't.r~ l~ c":'al· pueoe: ser· aet~ctada. ~ero no necesaria

ment.e, cuant.i"ficaoa. baJo. las co~o.i.ciones Ce ooerac:i.ó.n e.S't.aol~ci --

das .. e l.(I)' 

. . 
3.- CONCEPTOS;·DE PLACEBO V PLACEBO ,ADICIONADO 

·''• 
Placeoo Ao1cionado.· como, se.aeTinen a:·c:on.'t.1nuac:iór1: 

.,, .. 

3.1 P 1 aceoO: ·J·a;.:.·~be:· Poí 1v-i l:·ami::~-i-~~:t"·b~~·~:~~~~~~·~,~,~~·~~'e ·-a::·1a .·~i 'Camina -
<< ·,,~ 

--· :..· ,,. -,--:·::-<;.:),·-: - - •,• .. ·. 
cucho Jara-be-ae·exci-oienteS Y ot.ras·:oiversas;vitaminas.,' 

co'1~ormaoo 

. -::.·-;~~:.-:'<é'._ ,-~-~ .. ~·.' :~'- ,_._, _____ , .:C''i~:-.~.~-< __ - :~-;: --:,~ :-

3.2- F"la·é~bo··Á~i-Cio~·~do~ ·Jar·~b~.:·pOliV;¡,tain-Íni'co oue cont:iene· a la -

Vitamina -~·12 ~ ~»·~s~-~s't.~-~--~i~~. oe· int:.eres,. cue -.~~:_~··~~'t.-erm1na. ~demas de e§> 
, .o·.:: - ·-:.;: - ~;:«~ - -o·· '. . 

t.ar conformado el .. ·Jarabe de __ e>:c101ent:.es ·v·J.oir_a_s ~ diver:sas_.vitam1 

nas. 



CAPITuLLI l'v 

PLA•ITEAMIENTO DEL r1ETODO MICROBIOLOG!CÓ POR DIFUS.ION EN. 

PLACA EMPLEANDO. EL D!5Er10 POR CUADRADO LATINO PARA VAL~ 

RAR VITAMINA Bl2 • 

.L.- Eouioo 

i.i Vernier 01qital 

.1.2 Ca1as oe, ensavo í23(1mm>:23Vmm>t.iOmmj 

.1.3 incuoaoor 

1.4 Centrifuga 

.1~5 Calculadora 

1.6 AÜtocJ.ave 

li7 Balan~a~Anali~1ca 

i.a Diséos aosorbentes de !3 mm 1:Scnleicner & Scnull j 

2.- Material.'"' 

2.i Pioetas>graauaoas de 5. mi· 

2 .2 Pioetas,· ora:dU'aoas de i 1(•.-ml 

2.·3 Ma-c~~ces. vo-l·u·mé1:.r1cos -o~ .l(•ú ml 

2.4 1'1atraces Erlenmever:,. ae·, 25(1 ml 
··,,,_,, .. _,,. . ·:, ~ 

2.5 ria traces Er1enme,Ver oe 5(10 mi 

2 .. 6 Vasos de pre-ciDil:.aC:fos de 5\."') m:t. 

2.7 

2.e 

2 .. 9 Tubos 

Nota: Lavar el mal:.erial.--con- limoiador líau.1.00 oara ma~er1al ce v1-

e1r10. enJuaaar b veces con aoua corrien'te v b veces con aoua desti 



laca. ban1~1zar con oerm1c1ca 1as ca1as antes ae ser lavaoas. oc 

ner suficiente oe~,;.icida oara l:DOa la_SLIOe~fiCJ.e oe la caja V _SU 

taca. cejar asf duran'te l:odo un 03.a. 

~--

iü799.' i.CIB ~8i34i 

4.- Reacl:~v~s ./' .. j~~·b~i·~s~~.-~~cl:er·f·~l·¿:~1~~~· -
4 .1 ~~ócK·. o:~i<~~~~:~~x~-~~;,~~~;~-~~~·~:.:~cO\~-· aqar· · 

4~2 En -~l. me·~:~~:;_-cie;-:;~u·J.-~i.~o~-~o~-~-~- '~1: ensavo: es necesario .areca-

' -·~· ·~ 
4 ~2 .. 3. s~·~u~~,Ón;:¿·. ts'01l.~~i'óO: cie "q1U~os·~-; 

-- ·' . 
4 .4 Estár1dil~Lc:ae·.- C:ia·~occtla·1-a-rñiñ.i:· iVer_ :_oáqina: .ia) . 

- <.~-:·: . 
4.et SD1uCi6~-~-d~:-~_·C1~·~~~~ ·2 .. 3.5 ·,trifenii t:Et:razolium 

de Reactivos v-Meciios Bacteriolq 

c¡icos) 

5.- Preparar olac~S' -~e ensayo: 
. . .. 

~.1 Precar-ar el" inócUJ.o· ·· 

5 • .1. .. .l Re~lf~ar ·una --~·es.i-~mbra del m.icroorqanismo en el me -
,.- . o + o 

dio ae.-a9ar cara el ensavo. Incuoar a 37 C - J.. C ciu-

ran'C.e 2ú noras. 

5.1.2 Sembrar. los microorqanismos de:i medio de cultivo al 



o o 
meoio ce crec1m1ent:o. lncuoar 37 í.. .L C.. ce 21...• a L.q 

noras .. 

5 • .1.3 Centrifuoar el mecu.o ce' crecimieni:o .L(I m1nll't.OS a 

30(1(1 'rom. Se oecan't.a ei· meo10 _;V :se resusoenoe e). eco 

olomeracio ce: orqan.ismOs ¡;~'~;¡;:,:'.",ni'". ce ·,:s·oiU.c1ó!" ·s~.l ina • 
. ·- - ' -.,._. 

5 • .l.'+ Centrifugar --.5-: minu'tos · v ~~~~:~~~n·a~r" ·~ ~v~--~es mas oa'ra 

orodL1.cir ·e1 · i-~~~~-i~·~ 
'·.· .·,·· 

; • ,_ j '.'; :··'.·:\:{.· -'.(~;; 
5.2 Preoarar la caJa. ce ensavo en ·cono1ciones· ·ce aseoc1a •. 

no. '.·:~:.<?-_::\:-~',_'.<-~ 
5.2.2 ·t-iezcla¡.. ·;laS' ·so!Ucioiie-s' A .. -..¡~ E<~ -Esfe 'es el meaio cara_ 

1. :~ : 
el ensavo. 

,-_-·::. ·- /'.~- - .\,_ ' J• -

5.2 .3 -_Añadi~ .. '.:·a1 . __ medii:J -~d~·:·'.~l'.'sa;~< 1..:t:-n:-1.-~~~1\·in~~-ulO ·V me;;: 

el ar -c~:,.te~t·~~:~,;;-t·e··~ ev-i ta·~~~ -1'~·- <r~~Jrn\~c16r(- de· ourbu 

- ;.•""!'< .;;:_.:;_··,-/'.'.·._, ·,¡-,' e,'.;' ·'i-_::' 

- c1enc:io un movimiento ··:c1r.cu1ar_' pa~a ·~1·st~~bü.1r un1Tor 
.;_::__;_ ~--·c,c--,;:",-¡ - " ' }-

mem~O te· el. «m~_d·1.o.~: '.i:~.>:-, .-~> ·. 

5.2.5 Dej~r enfri~r"fa ~caiá v secar:: en 'cá:sO Cle ser necesa-
;_ .. ·· ·-"'. 

rio en una:incuoaClora.~ 

5.2.6 Colocar la caja"en el re'friqeiadOr~p-or-60 minutos 
--. -~ - . ~;'; 

asepurar aue es ten oer-teC~amenté ·.--CúD1e~ta·s. 

5.2.7 Mantener la caja a- temceratura ~~-b¡~n~~--.:,P~r- .l.~ minu-

tos an'tes Cle usarla.íVer Ane>eo 2. Preoarar ·olacas oe 

ensayo>. 



c.- Preoarar est:anoar v muest:re~ 

c.l Preoarar est:andar de Cianocobalamina. 

6.~ .. 1 Secar el est:ánoar·de referencia sobre ,sil1ca gel ou

rante 4 · noras 'v':.de·_ manera':ai're,~t:a .. 

6.1.2 Calc~l~-~-:·~·i~~:~.;~~~ ~-¡l. -~~t.~·~'da'r .. ~:.;~~-ra-iVUU.mco.oe Cia-

6.1 .. 3 

.--:~· - : '' . ., --'· · ..... 
nocooal~m1;,~.i:di~: 1r~i~u1.~~te ;~;~~i~:. 

iC;'(~Ó :mco·:;·~e c·1·ar;·cc·o·Ó·~·1·a·~~ni\· 12e .. 2u:u.:. mo 

7 ;a mcq/mg '¡ cónc.~~'cr~~~Ón · . .;: ¿~~nocé.o~lam1na j 
Coloca; -::128~2~-~l.· ~9 ~·.-:.·~~, ,¿~-~~~z· :~~i..¡~-~'.t~A~o·_'_ae J.(10· ml 

A~a0ir_ .. 4o · ~~ o'é. :s.oiuc:ió"n ::·~x-c·ra·_cl:~ra:'.··~ .-es.t.e~1-:i'izar a 
o -,_ ·.,, t: .. ·:. 

121 e ou.rá'n·~e· 6" mi.O'ut:os~ ·enir:iar v · ·af~T_ar;·::ª 1VO ·m1 

con ~oluc·f:~·~··.:··~~:~,~~,,~~~)~~-.:_ Est:'á."eS ~-¡·~~:..~il~C~i-~~ est:án 

dar l: :-conce:n_~-~a~fJ~, -~··o· ~-~-q-j',;;l·· ~~-~ ~~:-~~~~~b··~-~a~·~na·. 
se -~ue~·~- a·fma·~:=~~~,-:-~ .. ;~ t_-::o"ü~~~t~·-.-b --~es~·~·. 

,;,-o:\ .. ,;,:, "';-f.\·.{.;\ 

co1~'ca"r: en· U~, ma-cra·z. V01Umé,t.rico. de 100 
'. ·1 -, ', ~ " 

ml _v aforar ·cor•.scl.uciÓTÍ ~'extract.óra~ __ t::St8 es .1a· dilu_ 
:.·· f· - ;;_ ·- ---e 

cién ~~~é~~~-~-~-~-~~f-~:~.r~·~~~-~i·~-~ ~;~-con_':· la_~·· i~~~ª :E,-: tiene· -

una con~en~ra·~'~ó~t.oe·_'~_~1anocob·a1"alñi"r:aia: e·~ .·~s~-~~~-~"trr;Í 11-· 

concent·,:~~i'ón·:,~e>Ci"a~~c~·ba1a~iliria· ae·: o~·2 mCa1m.i. es-ca 

es la ,~onJJ'n~~a~i~n a ita ., se .. r;.or;.senta··~cin · 1as···1e-
t:ras s,·. 

A 
6.1.5 Dilúir en o'r;oporción ae 1~(1 ml de S v. 3 ml de solu-

. ..A 
c1ón eMtract.ora.· es~a es :la a1luc1on a-la concentra-

c16"n de V.05 mcqimt·. cons1aerarl.i como .__..a concentra-

cien Da.la ·y se recresent.a con las Jetras S • 
B 

J.B 



b .. ~ Preoarar muesi:ras oara el ensavo 

b .. 2.i t=-reoarar una·muesi:ra reoresent:.a't.iva. con una concen

t:.rac.io~-- s.imJ.J~-r ~-:}.~ .. oei·_ est:.anoar & i(1 • .Z mco1m.1 J. UJ. 

luir. Oost:.erior111'e.~te con-~s01uc1ó~· e·x't.ract:.ora·y ool:.e -

ner una conce~~,rac:.ion~,maS· oaJa-.. c::>~ _C1.(1~. mco/m'.1.. Reaii 

%ar cara -~-~·e~~-~~l~~i:r'~·~. ·.,.:·~- : ... " .': :-··,· 

6. 2 .. 2 ttcuoar.' e i . -~LÍ·a~ ~-~~·c;/J. ~-t.1~~- /ts_>:Es .. '. ~~~~si~n~ ·:·~~>~~ 't.e· '. me't:.ó-. 

oo ~i · -~·Co~·ºº~-r~) •. ,.:~re~~~~~:~.i:o~~-s ·:-i::·u~~Té~~:~e~~~n·~~ .. a.1 "_··-
,.,.·. 

estándar :>:~-{~·~::_:t;..~·-~-. 1~-~'.-i--~~ ... ·.~~~;~t:,::~~·~:.('., ·:," 
,-, . ~;- ,., ' ,,.;:' ·4·:,:·: 

Jarabe~~ espec.i'-tiC'á"dO·'.·e·n :_Uiiidi.d :de· ·dbsi~:~·íver Anexo 3 

Fórmuia'. para: ~·~~-~-~··i·'~:;:c- ·f ~\ .. ·~-a~ti~·~,~ ~I~·}~:Z~~·tFa ~ 
6.2.3 

:~ t ..•...•... ·. •···.··•·· ·.··. 
6.3 .. ! Coloc~r_-·q __ <20 ·:~rlc~---·-de· c.i~~ocDoalanl.in·~:). 

- .,._. - '-:~ 

de_mu9stra en 

a -

t:.empera"t.ura ~an;i:i-ien'te'~ '> ·" ·. , "=---

6.3.3 Aforár ::·_a,.¡-~;~--~,}< cc;n~ .. -~~iu'·~~óri ;~x:~~~~i·~:;::{-y Tilt·r~r a 
:\C~-.; 

través de oapel' filtro'. CWrlatmarl-;.No~·4j .. La solucion -

resu l·tante ,:·~~-)-~c~~-~>~~:~·l· ~i~,--l·~c~~;- m~~~~-~~~. d~ ensavo •. se 

reoresent~n con• l.~-¿_.,¡-~-~~·~s: L./~v~-~.-.,-:·~~:~n~n una concel'.1 

tración de ~:~J.~~~c~'~:~l~·~i:n-~t··~·~~.·:¿'·::~.' mcg/ml. se consid~ 
ra como ia concentracin ~li:a y se represen~a con -

las letras• ·u,.v ;w ; 
A A A 



6.3.4 Diluir en orooorción· .L ml ce las oiluciones u .V .w 
H H-H 

v ~ m.i de solUcion ewt.ra.c'tora Y se oot:ienen las ailu 

cienes con., una concentración ··ae Ci'ánc;-C::6óaJam1na ae -

(1.;(15· mca/~i:~·> c~-~sÍde~~~á :~--~~-~ -· 1:~'.-.'~~-~~~~-~··~~acion DaJa _ 

y se reoresen'ta- con··las letrá.s:' ~----~-~~-:}·~~:~~-:. 
· : :;« ·:·B '.Ei -, EJ' 

, .. ,- .· · .. 
7.- Proceaimi~nto~:·~'er; ~n~~·Y.0_2'. ~·-.::·_:,_:.::,'. ,. .• 

7 .1 Ide~t~ f-i~~-r -_~:-~ ios·;· trata~·~'~ntos~-;,~los =:.:~-~~;t~~~.i','9~:~:'~~ son ~·las··-

-a~s -.:cd~-~e~-~~a-~i:~~~~--· Á:/~i ·~~) -_.-. ~. a¡' ba.i~i:('.f~-~-~·e.~ Se oc tienen cel 

es't~nd~~--~_~/:· ~~-:~:~~-~~~- :L1~~:. oe .. i~~~- .¡~~s -~u~~~:~~~~- E~·-_:j~-. ta~1a -
':~'-"• 

de Cllad.~C\O~:" l~t~~~ ·aa~~ ~~-te -mé~~d-o' ,"~on reor'~~;n~~~o~· los· 

-c~at".amiento·s. ~~n: -;;;·Li'~~~~s oue '~an/ae·1 1-.~ai·>·~-. -~-:~on.1:inua --

- . . -·. . 
cien· se reoresent:.a~i 

rl u e s t r a s 

Concent:.rac.i.on , est:.anoar !,I y w 
A 

8 

0.2 mco/ml s = u = 3 V = 5 ·W 7 
.A A A A 

0.05 mca/ml s = 2 u = 4 V = 6 w = e 
B & B "& 

7.2 Nota: Estos números del 1 al B aoarecen en di19rent.R ord&n 

en cada t:.abia ce cuacrado latino. oeoe cambl.arse·oe_ 

tacla cada dia de an~lisis. iver Ane>co ·4.'.._:.'e.i~molos :~ 
de ~aolas de cuaaraco latino) 

7.3 En los discos cuestas sobre el aqar de la ca1a. ·colocar 

en ellos con un Pioe~ar .10 mcl de las ailuciD~e~.;al-ta ·~ na. 

Ja del estándar Y las tres muestras. aebajo de la caja ae-

be estar la taola ce cuaorada latino. 

20 



~moezar con las orimeras cuatro filas con es-ce oraen 1.2.3 

4.5.6.7.8 •. v oara las filas ·5 a la 8.el ·croen es ·inverso. 

7.4 Los lim¡tes de ·Í~s,.ncllc;s d~/·cr-~ci'mi~nt.o-se distin.gllen me -
.'. : ' -. · .. - . ·_: ~ : '. . .. .. . - ' ''-.:: 

jor.· al deia·r-:1a··c~·;a :~_:te~_o~-ratúra· _ainoien.-ce oor:-·.nora y "'ª 
dia. 

o' o 
7.5 Incuo~r-las ~1-aC:~iÉ\s~:-de!ensavo :de 37 C ·a 39. C.: ce ··16 ·a 2(1 

.. i . ,_. _,,;-> ··.:,::> '-· 
7 .6 Oesoués· de ·i·n-·cUl;~r.;·- medir.·· el; d-iámet;~ ,de·" los na los oe ere-

, c¡mient~ 'c6~ ei< .. ;~¡~;. ;l~,it~l .• 
.. ';';· ' 

a. - Va 1 i dez "de.· los :.-~e~,¿~~¡-~-~d6~~, ~ .-: ·¿~:j·:¿t~·¡·~~-~ de P0tE?Í'lci a 

'' .. ·-
·· di:~t.'ico .. se· :tiene. ce ;,~·~i~r"e~ci~ ,-a· la Farmacooea Eurooea. 

,,._.•'e/_.-. 

C11l ,, ,',,,,· . ;;;r 
B.1 Colocar en l~ T~b~a Íi,,;~'; l~~tur~~ obtenidas en mm ., real,!,. .. , 

:zar -~6·~-~-~~) á' ·26ntir:."ua·C'i6~<-se::-~i·d~'~ -

0.1 • .i .O~~ .. ';;~'; ~i ', t~~:t:i d .. ·~~J~ ~l1~ ~Fl.~2: •• FBl 

a.i.2 ob't.;.'n .. ~ .;í :t:Ot,;i~de cai:ta Columna ,cc1.c2.·.;cai 

e.1.:; -E1~~/'.i~-- a1 ,~ cr1-~d·~·a·do:·~i ,~~~-t~-{- ~~:;~:-.~~::~ 
',/2.::é 2 ',:, ,,:2 : 2~;;2.~'.", '2. 

ciá Fila 1Fi.F2 •••• FBl, 1c1.c2;;.ca1 
-·_ ···::· -:·,(-:;/:-

, .-.· 
c·ó1uffina ·-V de ca-

8.1.4 Obtener la suma· total de los·«Va1ores.oe ·cada Columna 
_.:" 

.; '·. :: 
Fila oue 'Se elevan al cuacraco~ 

2 2 '2 2 2 2 
Fl + ... FB ( Fnl Cl. + .•. ce Cnl 

8.2 Or9ani~ar las lec~uras obtenidas oe acuerdo a· las -caolas: 

2.0 a la 2.::;. íVer Ane)IO 5. L-as Tablas) 

21 



a.3 Hacer el Análisis de varianza v ooner los resul~aoos en la 

Taola de Va1ioe2·. <Ver finexo 6 .• Ana.u.sis ce variariz-a) 

e.4 Ootener el Coeficiente de ~ote~cl.a. _(Ver Anexo -1 • . ~oeT.1 

cieni:e' -de: P~~·~ndia .::~e -~:as:·: muesi:ras J 

B.5 Reoori:ar resuitaoo!:L'en,mcQ1a."'mCq/mf.'y en 'l... \Ver Anexo a. 

F6rmu1as cara cal."cul8.r ·resul"taoosJ. 



C..APiiULU V 

V>\LIDACION. DEL METODO 

1.- ESPECIFICIDAD 

En la esoec1fic1oad s'e,ti~ne'como oo)etivo. orooar oue e.i meteco -
- -, ;·· ·. ·''<:.·. :':" ·'. :: .. - . , 

mic:rot>Í.010Qico~ ~~d~ ·~~: l~!.~-~ ta~in·a · B:i.2. Y.1 el:<·~ue··~o se tenoan _int:er-
- ':.·;, -~ '-·; .. '. - - _.;:- o • : 

Terenc1as· :o'et>~da~-.-~a ~~,.~~;/: substclrié::ias: oresentes en·_ e.1 claceoo. 

Para· la ~ei~r~LJiÓ~;'.ae:t ,:La1~iJ¡Cida~ w~: ~~cesaría llevar a e~ 
oo anal i~is ·e~"_:-·~¡:~¿ebd~ ·.·~~/~·~~Andar· ci :~i~-~·~~~~ :-~~l.C1onaoos ·.ae .. yi t:a

mina Bl·~- Q·J~. ~-¡~ve·~· d·.:~:::"~~~·~rol.(~·~~·¡~~¡:~d:'~,:,_ .. - ,,_ 
,· . ,.•,. ' - '' 

Para cr~-ba~ la_~s\6~ci:.f._ici·~:~~.;::~n ·_el. ::~~t-~·-~~: ~¡~~:·~~~Yo~·¡.co .oor aiTu-

¡_,' "~·: ', ,' ·_: .• 

1 i%ar la Cianocobalam.irla·.'·e·n .. estárl-ciilr ~ en -la _.·oíl~": Oeb~ :'Úf1i'C~men.te "ª-
; :' • ';,:.. _._, .~ > -~"'.',·,' ': ::·: 

oer respuesta.'. aÍ :- ore·sentarSeYcreCinl_i-ento'; ce:' .la" es·cnerl.Cn1·a ·:coii · DfF 
: ,·"', 

oidc ·a la · creSencia':·cié.:~ l~.~·-::v.i_t~mi·n-~.,;á.12~'.-"j~ ;~:QU~ :-;.¡~·~·Deti'e ~ ~ú?.· suceoer 

' ·.' ""' 

2.- LINEARIDAó' 

Para· crobc\r ·1a--.. L~·~·~a-~-¡·e1.i~::.;~~·~~. MétC)d~--;.~~lizar lo siqui.ente: 
... ·-_, ., 

Precarar la so1UCi6n ~'tccK- de. c:i~·~~~·~o:a'ié~mi~·~~-

LLevar a v_olumen con soluc:ión extractora. 



estándar Concentración oe Volumen Concentración oe 
lm9) Cianocooal am.ina iml) Cianocobalamina 

lmcg/mg; imcg/ml; 

128 • .2(15.L 7.8 .LÜ(J 1(1 

Hacer las siquien't.es a'iiUciones"' 1 ievar a volumen con solución eY.-

tractora. 

Alic:t.tot:as'
lml) 

6 ------------
9 ------------
25 ------------
8 ------------
19 ------------

Volumen 
iml ·1 

.l,(J(J 

.1.(1(1 

·10(1 

50 

100: 

Concen~ración oe 
Cianococalamina 

¡ffi'é::q/"1i; 

2.5 

J..6 

'i.9 

' ' , '• - _, 

Continuar con la· siguien~_e_ .. !='il.~c-ió·n: .. ,oara·· 1a~>Co~~entración de 2.5 -

mcg/ml v a'forar con S01ut:'ió"n >~~-ti~:~·cto_ra~-·~--· 

Alícuota, 
c,ml j 

.Volumen 
Cml i 

'10(• 

c~Oc&nl:.~ac1én oe 
Cianocooalamina 

imcc;¡/mll 

l..25 

Hacer difuciones dé cada 'concentració.n obtenida"' y llevar ·a volu -

men con solución entrac:l:.ora~ 



Concent:rac1ón de 
C.1anocooalam1na 

(J. b -----------

(J. 9 -----------

1.25 -----------

.l.b -----------

Al.ic:uot:as 
lml, 

Vol Limen 
imiJ 

Ul"Cimas.Conc:ent:ra
c1ones oe Cianoco
oa lamina 

.1 m~9/ml J 

" (l • .L 

i --------- 25 --------- ..:1.V.24 

i --------- b ---------

L --------- 25 --------- ü.V3b 

.l --------- 6 ---------

L --------- 25 --------- ü.V5 

L --------- b --------- Ci.266 

i --------- 25 --------- ü.V64 

" 
1.9 -----------

l --------- 25 --------- ü.V76 

Analizar las Ultimas concentrac1ones oo~eniaas óe acueroo al Mét:o-

oo Microoiolóqico por cuadrado lat.iiio ·v "·veri'fi-car lo siquientei 

Medir el ciámet:ro ae los halos··ce crecimien-co oara Determinar su 

diterencia de acuerdo a las.ccncentracion~s. 
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- Precarar. ia curva· estancar. 

Gráiicar las·meaioas en~mm ael diámetro ce jos nalos oe crecim1en-

to en el ele oé ·las·: ordenad.as con-era la concen-crac:ion en mc9/ml en 
' . - . -~~···, . -. -. , . ' .· 

el e1e ae: las··_ab_~CiSas~ 
·_,: e'-- . 

Cri t.erio ·ce aCeo-taci6n· ( l.(1) 
- -:.·'-,:; ' , 

Coeiiciente de .c::Orrel"ación 1 rl (1.99 



.,.- EXACTiTLID 

~ara ceterm1na~ este carámetro. se deiin1ó utilizar corcent~1es aj 

rededor ce.·mas v menos.el .507. en-.·relac1on ;:il 100/'.· corresoonciente-
. -.. · - ·.. . ':. . - . . -

a la concentrac16n de 1.25- mca/ml de C1anoc:oca1·am1na. cara tener -

un intervalo"aceotablecde co·n~-rol de ,la Vitamina B12 en e1 Jaraoe-
,-'· -:-·-. 

Polivitamin.icO;;:'.' . ·-··"" ···:·~< -~ 
.·•:·.- :·.-:· .. ··_·':·._. ·;·· -· -._ 

Analiz·a·r, olacebcs 'a"di.CfO'nado.s' de vi.taffiina B12 'aUe Se encuentra·· a -

tes: 

.L) ----------· 

3) 

----------';:;;·di 1--....:~..:-----~~-~ --~~~-~.'- mcc/m1 

---------- ¡Ó~%:J2~~------- 1.25 mco/ral 

21 

¡~~)~: ,~;~~:-:_ __ .;..~- :· mco/ml 
;;-, -

~l. .,9, mcq/ml 
-- - -:: ·-· -. ' ' _,_,, ~- - - -.-., - -

tJe acuerdo a.1 Método' M1cr:o.b10Í60Í·có-,~-:;.--an811:Zar :·a. i'cls- ·c:;i~~éoos aoi -

5) __________ ,,, J.52:r., ----------

c1onac:1os. 
- -.':··-' . ' 

Preparar las ditÜcíones· de -ca.da-unO- de-_~:l.'?s;ot:S~·ebOs ad1cionacos de 

difere~~es ·cory~-~-n;tra~.-¡-~~~~-. _.de la siCuit?n,:'e'::·mañ'érai 

Pesar la c'c1ntidad de 20.408J. Q '(16 ml L d~:~~ .. ~:bo ,adi~,ionado. BQri:t 

gar 50 ml de solUciOn··-ewcractora. ·es:t.er11iZar'v llevar a lOC1 ml --

con solución e>ttractora. se ·oot1ene _la concent:.rac16n ~ta oue co -

rresoonae a la lra. -cu.luc16n. 't.C1mar _.i.· mí oe es't.a oih.lc16n v ~ ml -

oe solución eY.tractora v. se obtiene la concentrac16n B~ aue co -

r~esoonde a la 2oa. dilucion. 

:?7 



NOTA: Nacer ~res oesaaas 1noepeno1en"t.es de olaceoos aoicionados o& 

caca una de las concen~raciones. 

De las diluc:iones··ae los -Dí.Sceoos aoic1ori.aoos •. ·6o"t.en-er- las· concen-

~raciones siqu1ent:es: ·-·-, -~' 
' . . . 

Placebos a_dicio'n·~aos eón concentraci·ó·n cie'· O ~6 mCg/m( :·de. Cianocobá-

lamina. 

Conc:entrac1ón 

Al~a 

imcg/ml 1 

0.096 

' . . . ;'- '. ·,. ~. 

·coOcen.tra.é1ón 

lmcg/ml l 

(> .. 024_' 

Placebos adicion-ados con concentración de 0.9 ~~q/ml de Cianocoba-

lamina. 
(1.144 .. 

;"' ·;· '<• ' 

Placebos adicionaoos con·concentraciOn de~1.25.mc9/ml.de C1anococª 

lamina 

Placebos aoic1onaoos-.con concent:.rac1on oe' .1.b mco/ml -. oe Cl.anocooa-

lamina. 
o.256 ú.064 

Placebos adic1onados con concentraciOn de 1.9 mc~/ml o9 C1anocooa-

mina. 
ó.304 0.076 
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~reoarac16n de las diluciones dEl Estándar de C1anocobalamina. 

ücuoar ·la: di.lución Si:.ock': con concen"t.racion ce 1(• mcc;¡/ml U't.l.lJ.zaoa 

en la linearidad. Llevar a volumen con sÓll:lcic!;>n ·extractora las si-

9uientes d1lu'c1ones: 

~licuota Volumen 

!ml 1 Ím.l J 

'- ..... ···· 
conCen't.ráci·an 
Alta· de· C1anp 
cotlalamina 

t mCQ)ml l 

'.;! ------------ 1(1(1 ----------- ,.0~2-

·: - ·.:.· .. ' 

De la solución de concentración o.2 mC:gtm( de" .. ci.anocob~lamina. se-
.:- ', ,- ., 

toma 1 ml v se adicionan 3 :.ml de so1U~i6n:,éxtrac.'t.or~. oara ·un to -

tal de 4 ml considerando el· ml. de la.·al.icuota. 

Se represenl:a como sigue: 

tHicuota 

!ml 1 

1· .. -----------

Volumen 

!ml 1 

Concentración 
BaJ a· ce· C.1an9 
cooa1am1na 

1 mcg/ml l 

o.o:; 

En cada caia analizar el estándar .y las· tres muestras de olacebos 

adicionados"de una misma concentracion. 

Cri teriO" oe .. aceotaCi"ón 110 l 

L-a Peno1en't.e lm• l 

- t:l Intercepto lbl 1) 

- El Coeficien~e de correlac10n 1r1 (J.99 



4.- PRECIS!ON 

4.1 REPETIBILIDAD 

Para determinar este ~a~ámetro~ anali2ar placebos adicionados a 

una sola concentra'.ción de _'Cianocobalamina de_ .1 •. 25 mcg/ml que co 

rresp~ndé a1 ... ioox. 

Utili2ar. ~~.ª ·inis~a metodo~og.ia :·q~e sé· _siguio_, ~.ii e{ p.9'.émetro de 

Ex a e ti tud ·Par~· ~o~' ~~ aceboS' ad·i-cionad·Ó~-, de .1.25 ;mcg/ml de Cianoco-

bala.mina.·· 
.-- __ .... ·- . . . 

Para Iá -R~p.etibii"idad :·s-~--r~2ii-;a·r~:~~: dci~· a'1é.li!iis independientes, ~ 
_· '.:•_ --

de los resul tcidos·,·s~'-:deti~-: obtener 1-~s· .s.ig~iente: 

Criterio de aceptaci:ón (101 

- CoeficieÍlte de· variaci()n <CV) 5 
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4.2 REPROOUCIBILIDAD 

Para cumolir con este oa~ámetro. se reauiere del trabajo de dos -

analistas. _Cada u~o ·de. iOs anB.list.as- reali.za dos_ aná.lisis en di fe-

rentes di.as.;: 

lamin·a. . : ,: ··,' 

Utiliza~ la .--~~~.m.:<·~-~~~~oi~~¡_~'.--qü~ ·S~ sigu~.º ~~- :.~f:_·~~~-~~etro ·~e 
Exactitud carel ···ios.:~·pl.~éeb~s -~-dié:ionados -.'de i .25 ·mcQ/ml de Ci'anoco-

balamina. 

' ' ' 

Criterio de aceotaciór1 i 1·o'> 

- Coeficiente de variación· fCV) 5 
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5. - LIMITE DE DETECCiOI~ 

Para cumolir co"n· este 'o.arametro• llevar a- Caco-"d.iluCiones·. ce .. la v¡_ 
' ' ' 

tamina. 812 ·o-ara ·oht:ener concenl:raciones · me~ores 'd·~ ·.o.024 mc9/Ínl. -
~ . -· 

concentración de _Vitamina_B12.más ba_ja anali.zad·a cie la-·cual se ti~ 

ne rescuesta •. 

Hacer diiuc.iones::- d·~·· la ':~~'}"~'-~ió'r:a-· ~~in ·cOnce;,trácfón oe (1.2 "mcq/ml CQ 
('.;.•.:.;:_-· ·.:";,--<;,.4'.'·' ::/,.• :_:e:.)_:.:,.-. "·'·_,_'. ;\,/;,. :·.<,:· :· 

rrespon_dient~ .-:'~. ~.l.aci?co ·.~dic.i.Onad_ó ·a·1--l.Ooi. 

Llevar a -volumen ·con solución e>it:rac't.ora. 

' -- .:: ':. ::; ':-~:· 
Concentración De Ali.el.iotas Volumen Ccncen~ración ce 

omll imll Cia'1ococa 1 am1na 

Cmcg/ml) !mco;i/mll 

(1.2 ------------ ·--------- .1(10 ---------- V.úú2 

0.2 ------------ 2;5 --------- 100 ---------- 0.005 

0.2 ------------ 5.0 --------- ,lOO> ---------- 0~01. 

0.2 ------------ 7.5 --------- 100 _¡ ---------- 0:015 

Anali:i:!ar )as -conce~traciones, obtenídas .de acue..:.·do, al. Método Micro-

' .,_- ·'.' 

- Determinar la:·-:m.inima. conc~,ntraciO_n de Vitamina Bl2 en la oue se_ 

observe crecimiento de Eschericnia coli. 
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CAPITULO VI 

RESULTADOS DE LA VALIDACIOi>I DEL. l•1ETODO 

1.- ESPECIFICIDAD DEL METODO· 

Al aolicar el Método al olacebo se observó aue no hubo halos oe --
. . , . ' ~.': - . . . -- . - '. : . . -. . .: 

crecimien~o·de 0 la1Escne~1chia' coli ... a diier~ncia del control oos1-

tivo el cua·:¡,_ t:~~:i~:_:_C1t'á"ffii·~:a -~~2-·, y ·.si. oreséntó nalo's de crecimien-

miento .. 

Esto nos cermite.de'.terminar. aue unicamente·se obtuvo resouesta en 

presencia de la Vitamina ·Bi2'v· que n~ se_observo interferencia de_ 

las substancias dei placeoo .. 

33 



2.- LINEARIDAD DEL METODD 

Para la ·Linearioa'ci de:'l · 1"1,~t~d·o se o~tuvierón los siguientes aatos: 

Concentración Lecturás·· de los halos 

Vitamina B12· .~e :·~·re~~;mi~~to de~ .. ,~·· 
fmcg/ml) 

0.024 

ú .. 036 
. ·.·-· 

(J. (15 _______ ·::_ ________ : ; . 22. 59 

.. ' 
0.064 ·---------------- 22.74 

-.-.-·,, 

ú.076 .----------------· . ~3~3V 

23.73 

25.00 

-------'---"'----'-- -~ ,. 25. 64 

(f • .266 ---------------- 26.87 

---------------- 28.52 

Coeficiente de correlaciOn ae· la curva: 

r = (1.9910 
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[~~-~t~~~~lt~tl1ll~llfil~i~íll 
mm (Halos de crecimiento de la E. coli) 

29.15 r:::7:7'. .:>·. . .,.-,.,.,,-.,--.. -.. -.~.-.. -.-,c.,,.,...,...,,=.-,,.-· . ·,,,,,,,",~~¡ 

0.036 0.05 0.064 0.076 o. 1 0.15 0.2 0.236 0.316 

mcg/ml (Concentración de Vitamina B 12) 

·~- Muestra Sto~-:-¡ 



3.- EXACTITUD DEL METODO 

Datoo obtonldoo para la dotcirminaclón do Exactitud on lao diforonl<>o concontracionoo anali;:adso. 

3.1- c;,;ncentración d<> 0.6 mc9íml d<> Cianocobalarnina (48%). 

Lecture.G en mm 

C1 e¿ l;;J C4 · C5· C6 Cl C8 
F1 25.67 26.53 28.60 23.58 26.17, ;26.19 .. 23.56 23.13 

, ..... ,,.· 
F2 26.63 29.41 26.34 24.59 23.65 23.49 23.54 26.46 

···- ·. 

F3 23.30 23.64 24.75 26.17 _27.99¡·. 22.86 26.48 26.61 

1 
F4 23.33 23.65 23.77 27.87 25 .. 58 26.14 26.54 24.93 

F5 23.38 26.19 26.29 23.98 24.95 23.77 26.48 29.02 
o".. 

F6 26.39 24.74 26.39 26.86 23.64 28.08 23.32 23.70 

F7 27.53 26.38 23.75 23.50 26.28 26.69 24.56 23.10 

1 F8 
1 

25.58 23.38 23.51 26.76 23.46 25.33 29.01 26.68 

1 

Tabla de wlldez 

Tipoo de variación GL l.:;;: d<> cua-¡ Cuadroo 1 Factor 1 Condicion ¡ Valid<>z 
dradoo Promedio (F) SI/No 

PreparaclonetJ 3 
1 

11.10001 5.70271 39.65721 -
1 

-
R<!greolcin 1 

1 
146.34951 146.349511017.72951 ,,. 7.31 

1 
SI 

l ratamientoG 7 
1 

184.7699 ! 26.3957 ¡ 183.5584 ! -
1 

-
Fila o 

1 
7 1 0.9140\ 0.13061 0.00821 -

1 
-

1 1 ¡ 
ColumnaG 1 1 0.6320; 0.0903 ¡ 0.62801 -

1 
-

1 ! ! 

1 
Error Residual 42 1 '04001 0.14381 - i - ¡ -

1 
o. 1 

1 1 1 
Total 63 1 355.8134 ! 1788126¡ 1242.4813j -

1 
-

! ' i 

1 

1 

1 

1 



3.2- Concentración de 0.9 mcg/ml de Clanocobalamina (72%) 

L~cturao en mm . 

C8 
Fl - 24.00 

F7 

F8 ?. .46 

Tabla de validez 
- ~-. -. - '-------

1 lpoo de 1111r_lación GL l:::i:.decua-¡ Cuadros Factor Condición Validez 
dradoo Promedio (F) Si/No 

t'reparaclonoo 3 6.74101 2.247 37.7013 - -
--- -· 

Regrec!ón 1 157.87921 157.8192 2648.9799 >7.31 Si ___ , 
-

1ra1arnlentoo 7 168.1520! 24.0217 403.0487 - -: ¡ 

Fila o 
1 

7 ! 0.5083, 0.0126 1.2181 -
1 

-
Columna• 7 o . ......u, 0.004 1.0738 - -

1 

1 
Error R!!oldual 

1 
42 

1 
2.50301 0.0596 ! 

1 
-

1 
-

1 1 
Total 63 336.23141 184.3683 30<Td273 - -
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3.3- Concentración do 1.2S mcg/ml do Cianocobalamiria (100%). 

Tabla de validez 

J Tipoo de variaclon 1 GL 1~d<> cua-¡ Cuadro• ¡ Factor Condición¡ Validez 
1 dradoo Promqcfio , (F) Si/No 

j Prnparaclon<>0 
1 

3 
1 

0.0020¡ 0.0006, 0.0104 -
1 

-
1 Rogreolón 

1 
1 1 238.43221 238.4322 , 4153.8711 >7.31 

1 
Si 

¡ TratamienloG 
1 

7 ! 239.35101 34 19301 595.13969 -
1 

-

i FilBfJ 
1 

7 ! 1.45041 0.20801 3.6237 / - 1 -
1 1 1 

i Columna$ 
1 

7 ! 
1.0908 j o 15671 273001 - i -

! 1 1 

i Err0< R9oidual j 42 
1 

2.4128 ¡ 0.0574 ¡ 1 -
1 

-
1 1 1 

1 
TolDI 1 133 1 482.75121 273.0479 ¡ 4751.9186 J -

1 
-

1 1 1 ! ! 
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3.4- Conconfración. do 1.6 mcg/ml do Cianocobalamina (128%) 

L.!cturaG en mm 

C1 C4 ·C5 C6 
F1 25.1,1. 25.02 28.16 :: •' ',.,' 

28.37 .:27Jt ·:• ~8.35 • 
', -"'·.:; ;·:· 

F2 28.27 . 24.72 • 28. 70 25.52 
,' 

F3 25.29 ·.· ,25.55 ' :,: . 25.04 25.37 28.30 28.66 
<··.<'.• .,· , ......... " . '· · ... 

25.31 H 25.511 .: .. 28.54 <· <!8.99 
. '' :. ,· 

28.62 , 25.7.4 

27.77 · ,28.BO Z5.4B 28.89 25.BO 24.84 
' ··'.. .. .. 

F6 28.22 . 24.73 •, 28.79 29.19 25.46 25.59 ... . :.· ... · :. ,.., 24.86 : . 2~.41 ~5.82 26.04 28.60 28.29 

FB '28.25 25.21 Z5.73 28.46 25.02 28.21 

Tabla do valldoz 

l lipoo do varlaclon GL 1:;?. do cua-¡ Cuodroo 1 Factor 
1 dradoo Promedio (F) 

1 Preparaclon<>G 3 
1 

2.80701 0.9357 i 18.4325 
1 ¡ R!!grooión 1 

1 
157.37701 157.377013100.2980 

¡ Tratamiontoo 7 
1 

Fila• 

Columna• 7 

Error Reaidual 42 

Total 63 

1 
160.92421 

0.9712 J 

o 98!JO i 
2.13201 

1 

39 

22.9892! 452.88261 
! 

'' 

C7 C3 
24.71 25.63 

25.17 28.21 

28.75 28.73 

28.57 24.62 

25.70 28.42 

28.63 25.52 

25.69 28.63 

28.21 25.66 

Condición Validez 
Si/No 

- -
:,.7,31 Si 

- -



3.5- Concontración 1.9 mcgfml do Cianocobalamina (152%) 

, LectUiBo 'en. mm 

Cl .- C2 -· 
,._. C3 C4- C5 C6 C7 C8 

Fl 28.48 28.62 
1 

- 23.92 25.55 25.49 28.54 25.27 27.94 
') ··c.-·.'/ . 

F2 25.29 24.14 - 27.95 25.55 28.49 25.34 28.49 '. 28.03 
_.-

t-3 25.33 25.71 28.56 27.48 28.35 28.18 : 25.80 ·- 24.34 
_ .. -':. 

F4 28.71 28.36 25.60 28.47 24.25 25.60 28.02 25.86 
' ;\ :_ 

H> 25.32 28.12 28.56 25.56 25.67 27.89 24.33 .: 28.52 

' 
.. ._ 

1 
FO 28.68 25.69 25.69 28.50 27.96 24.42 28.52 25.53 

! F7 27.68 25.71 28.40 24.13 28.23 28.08 25.65 25.59 

1 
FB 

1 
24.511 27.72 25.59 28.43 25.85 25.74 28.73 28.58 

Tabla de validez 

¡ TipOG de wrlacion 1 GL /.:¡:do cua-¡ Cuadroo 1 Factor / Condición \ Validez 
1 1 drado:; 1 Promedio 1 (F) SiíNo 

1 Proparaclonoo i 3 
1 

11.3292 ! 3n641 459.99001 -
1 

-
1 ¡ R<!groolon 1 1 i 147.71361 147.71361 17796.81 / _,.7_31 

1 
SI 

1 i 
1 rratnmientoo i 7 

1 
160.13200 1 22.9457 ! 2764.5400 ! -

1 
-

! 
1 Fila o 1 7 2.7400 ! 0.3914 ! 47.16001 - 1 -1 1 i 1 1 ' 1 1 

i Columnas ! 7 1.18531 o 16931 20.39761 -
1 

-
1 ! ! 

Error ~'Jldual 42 ' 0;J488! 0.00831 

Total 63 323.6230 ¡ 175.0047 i 21083.90 ¡ 



CUADRO DE RESULTADOS DE LA EXACTITUD DEL METODO 

Concentración Concentración Hecuperada de Cianocobalemlne 111c9/ml 
Adicionada de . 

Cianocobalamina ·• 

1 mcci/ml C1 C2 ;·C3 - DS %CV X 

··a.54ssl 
. 

0.6 0.5718 . 0.5679 0.5617 0.0142 2.5280 

0.9 0.9115 0.8996 0.8952 0.9021 0.0084 0.9312 

1.25 1.2494 1.2489 1.2517 1.2500 0.0015 0.1200 

1.6 1.5660 1.5035 i.5n2 1.54891 • 0.0397 2.5631 
. 

1.9 1.9664 1.9457 1.9483 1.9535 0.0113 0.5784 

r 0.9981 0.99521 0.9992 

b -0.0492 -0.05751 -0.0547 

m 1.0418 1.0289 1.0422 

1.- Coeficiente de correlación (r) = 0.99 

2.- Pendiente (m) = 1 

3. - Intercepto (b) = O 

4.- Coeficiente de variación (CV)<5% 
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~íiá:~i~ilfitlllfltTmlil!ll 
mcg/ml (Concentración de Vitamina B 12 Recuperada) 

2 

1.5 

0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4 1.6 1.8 2 

mcg/ml (Concentración de Vitamina B 12 Adicionada) 

PROMEDIO DE TAESENSAYOS 1 

.... Placebos Adicionados 



4.1 REPETIBILIDAD DEL METOOO 

Dato• obtenido• pwa la determinación .de 111 Repeflbilidad del Método pwa la concentración 
de 1.25 mcgfml de Cianocobalamina, analizada en determinacioMo independiente•. 

1 er. Análiolo 
Lecturaa 'm mm 

<.;1 C2 C3 G4 C5 Uí cr 
-
1 

Fl 24.69 26.44 27.84 25.04 27.97 27.81 24.46 
. 

1-2 28.09 25.15 27.95 24.61 27.64 24.97 25.09 

t-3 24.81 24.90 24.92 24.74 28.21 27.48 28.26 

1 R . 25.02 28.35 28.86¡ 28.32 25.59 24.65 27.92 

F5 28.19 28.40 24.79 28.00 25.05 24.66 24.88 

F6 27.83 24.58 28.37 2r.70 24.87 24.92 28.50 

,., 24.43 28.3r 24.99 24.96 28.21 2f.;;t; 24.69 

1 
F8 27.72 25.21 24.94 28.23 24.55 27.81 28.16 

Tabla de validez 

C8 
24.77 

28.57 

27.69 

24.58 

27.69 

25.04 

28.00 

24.13 

Tipor, de variación GL Condición Validez 
Si/No 

Preparacione-9 3 

>7. 1 SI 

1 Tratamiento• 7 

Columna• 

Error Reoidual 42 2.1 0.05 

Total 63 335.804 189.2467! 3183.9350 

.¡3 



4.1- 2do. Amilioio 

L~cturaa 90 mm 

Cl C2 l;J C4 1 C5 C6 C7 C8 
Fl 1;i.67 17.31 17.21 13.32 17.31 17.21 13.33 1a.67 

F2 17.18 13.11 17.55 13.57 17.55 13.57 13.11 17.18 

t-a 13.40 13.32 13.40 13.32 17.00 17.80 17.80 lf.00 

H 13.67 17.24 17.00 17.24 13.42 13.67 17.00 13.42 

~ 17.15 17.30 12.24 16.90 12.24 13.:iu 13.50 17.30 

F6 17.21 13.90 17.13 17.12 13.30 13.30 17.13 17.90 

F7 13.47 16.93 13.47 13.50 17.30 16.93 13.50 17.30 .. 
F8 17.191 13.33 13.15 17.30 13.33 17.30 17.19 13.15 

Tabla de validez 

Tipoa d~ wriacion 
1 

GL 1~decua-1 Cuadroo ¡ Factor ¡ Condición Validez 
dradoo Promedio (F) Si/No 

Preparacioneo 
31 0.0020! 0.0000¡ 0.01041 - -

1 
Regresion 1 1 238.43221 238.432214153.8711 1 :>7.31 SI 

l ratamlentoo 1 ¡ 239.35101 34. 19301 595.69691 - -
Fila o 

1 
11 1.4504 ¡ 0.20801 3.62311 - -

1 

Columnaa 1¡ 1.0968¡ 0.15671 2.73001 - -
! 

! Error R<>oldual 
1 

421 2.4128¡ 005741 
1 

- ! -
1 1 

1 Total 63! 482.7512¡ 2730479 ¡ 4751.91861 -
1 

-
1 ! 



CUADRO DE RESULTADOS DE LA REPETIBILIDAD DEL METODO 

2do. Análisis 

1 

Concentración adic-lonada 1 Concen~ación _recuperada 
de Cianocobalamina · - '. de Cianocobalamina • -

· '(mcg/ml) · ':' :. -·- · :~·;_;'.(m~g/rnl) • .--

os-

~'oCV 2.4936 
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4.2- REPROOUCIBILIDAD DEL METODO 

Oaton obtenidoG en el onan~iG d9 Vitami~ B12 B ltl. ConcentraciOn 1 ·.25 mcg/ml, utiliza~do el metodo de 
fom., indopendiont.e: doo enaliotno y en (1.,o .dtterentoo. :. · 

4.2.1- 1 er Analiotn. 
1or. Analiob 

Cl 1 
Fl 2;J.6'1 

F2 23.74 

~3 26.91 

F4 23.65 

F5 23.88 

F6 27.10 

F7 26.97 

f8 27.!b 

C2 
2o.90 

21.07 

2a.81 

20.99 

2;J.62 

23.68 

ü.00 

2;J.49 

llpoo de VB1iación 

Properaciones 

Regreolón 

1 ratamientoa 

1-ilaG 

Columnan 

Err0< Reo1dual 

1otn1 

'. Lecturaa en mm 
·,:,,_ ,. 

C3 1 C4 ·. I• C5 
_2699 ·.2(}71. 23.81 . : ., 
24.00 26.95 . 23.99 

·. : ' . 
26.ll/ 2395 23.54 

23.59 23.55 27.00 

26.76 23.l5 2o.70 

26.86 27.07 23.61 

~3.82 23.54 26.87 
•. 

23.61 26.88 26.68 

Tabla de validez 

Cll decua- Cuadro o 
dradoo Promedio 

3 0.u:><H 0.0188 

1 167.9292 167.9292 

7 168.0594 24.v..oo:> 

7 0.3170 0.0453 

7 02170 0.0310 

42 1.1taj5 O.u283 

ó3 3J7.76t5 192.Ut>l 1 

' 

46 

C6 C7 C8 
27.16 23.57 . 24.00 

: . 

27.01 26.59 23.90 

23.29 26.93 27.19 

23.55 26.76 27.16 

2683 23.83 27.03 

26.91 23.83 24.01 

23.tH 2b.84 23.30 

23.52 23.59 26.72 

Factor Condición Validez 
(F) SI/No 

0.6&13 -
5933.llWJ ::·7.31 SI 

848.3569 - -
1.ow7 - -
1.w:H -

- -
678!>.6073 - -



4.2.1- 1or. Analiota. 

2do. AnaliGIG 

Lacb.Jraa en mm 

Cl C2 C3 C4 1 C5 1 C6 1 C7 C8 1 

· F1 25.06 22.50 23.331 25.061 25.08 25.161 22.53 22.s2¡ 
· .. ··. 

F2 24.9/ 22.'>4 <!2.451 <!5.131 22.451 <!'>.13 •2<!.4:> 22.40 

F3 25.201 22.73 25.08 25.101 22.51 25.14 22.65 22.74 
'•. 

F4 
1 

22.tla 1 25.161 22.52 22.971 24.91 22.63 25.001 2t>.1tl 

P.i 22.321 25.osl 22.35 22.011 25.05 22.571 2:>.07 2:>.19 

F6 24.80 . 22.631 · 25.01 22.121 22.591 22.74 <!t>.16 24.90 

! ff 22.51 25.08 25.26 24.001 22.61 ! 22.54 22.701 2:>.20 

rB 22.511 24.90 25.09 22.351 2:>.051 25.21 ~<!.'>1 <!2.<!3 

Tabla de validez 

1 Tipoo de variacion 
1 

GL l~~d~~a-¡ (l;:,~~~fo ! Factor 1 Condicion 1 Validez 
(Fl Si/No 

1 Prnparacionea 
1 

3 
1 

0.0540¡ 0.0180¡ 0.84511 -
1 

-
i ! 

1 R<>greoion 1 
1 

1 1lh2933¡ 105.2933, 4943.35001 :o-7.31 
1 

SI 
; 

Tratnmientoc 105.43001 15.06141 70711001 

FilBG 0.2600 

Columnaa 0.2013 00288: 1.34?8 ¡ 
Error ~sidual 42 08?213 00213· 

Total d3 212.13t~ 12u .;o 12, 5654.4517 ! 



4.2.2- 2do. AnaliG!a. 

1 or. Arviliclc 

Lecturaa en mm 

lil li• C3 C4· C5 C6 C7 C8 
Fl "22.55 25.74 . 25.31 22.50 22.30 25.99 22.25 25.tiO 

F2 22.64 22.59 22.63 25.62 26.00 25.48 26.10 22.60 

F3 .22.70 . 25.82 22.50 25.78 25.51 23.00 25.75 22.30 

F4 25.34 22.95 25.50 22.78 22.54 25.24 22.33¡ 25.45 
.· .. 

F5 25.t8 25.65 25.56 25.59 22.55 22.45 22.51 22.tí7 
'• ... 

FU 25.~5 a.46 .. 22.20 22.49 2:>.46 25.45 22.136 25.64 
·.· .·. . . ,, 

1 
F7 25.o9

1 
__ 25.92 .· 22.43 23.UU 20.50 22.62 25.6u 22.81 

1 
FB 22.45 22.39 . 25.48 25.37 22.751 22.15 25.40 25.71 

Tabla de valide;: 

11poc _do variaclon 
<¡ 

GL ¡¿.. d<1 cua-¡ vuadroo 1 Factor 1 Condlcion J Valldoz 
. dradoa Promedio (F) SI/No 

Prel'araclon~ •. 
1 

3 0.1910¡ 0.0637.¡ 1.60051 -
1 

-
Re9recion 

1 
1 149.54231 149.0423, 3757.34421 ,,.7_31 

1 
Si 

1 
Tratamientos 

1 
7 149.82601 21.4037 i 537.78141 -

1 
-

1 
t-ola:: 

1 
I 

1 
u.03601 O.ú7oo 1 1.9240• -

1 
-

1 ! ! 
Columna!J 

1 
7 

1 
0.2710/ 0.0387 i 0.97~4 ¡ -

1 
-

Error H•oldual 
1 

42 
1 

l.01U/ f ú.U39~ ¡ 1 -
1 

-
1 ! 

-. . ' 
1 Total o3 302.03701 171. ltí48: 4299!J23 l 1 

\ ! 
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4.2.2- 2do. AnafiGb. 

2do. AnáfiGfG 

Lecturac 9n mm 

Cl C2 C3 C4 C5 C6 Ct = 
t-1 21.33 21.16 24.13 21.08 0.00 .,23.93 ,. 20.93 23.92 

·, . 

F2 2·p1 21.35 . 24.03 20.48 24.28 ·.21.11 .. · 23.~2¡· . 21.02 

F3 23.93 : 21.27 21.32 21.05 21.15 21.03 ' ·:23.77 I· : 23.89 
. · .. • : .o; 

H Gl.f!> Gl.tt <!"t.GO i!;j.!>U GU.lo G't.W . G~·"' <!l.!>U. · . 
. ·".·:<: 

F5 21.92 G3.79 21.81 20.99 23.56 23.71 24.02 .,. 20.92 
•.·.· ..... 

H) 24.17 24.07 20.74 23.89 23.781 21.39 20.67 20.90 
: 

F1 20.94 24.28 24.05 23.86 21.27 20.69 21.52 24.01 
.· .. 

1 
F8 24.50 23.46 21.22 24.01 21.151 21.28 21.oa 23.99 

1 

Tabla de validez 

! l 1po3 de varia.cion 
1 

UL ¡¿_de cua-¡ CuadroG ! Factor Condicion ¡ Validez 
! dradoc 1 Promedio ¡ (F) Si/No ¡ PrnperacioneG 

1 
3 

1 
0.33201 0.1107 ! 1.4013 -

1 
-

! 
1 Regreoion ! 1 

1 1 
125.5000¡ 125.500011588.6100' >7.31 

' 
SI 

1 
Tratamiento!J 1 7 1 125.87UU' 17.98141 227.6100 -

1 
-

1 ! 1 

1 Rlao 
1 

7 1 0.22131 0.0316 1 0.-tUVO 
1 

-
1 1 ! 

1 
Columnac ¡ 7 i 11000¡ 0.1700¡ 2.15191 - 1 -

! 1 1 
¡ Err0< RGoiduat 1 

42 ¡ 3.32001 0.0790 ! 1 -
1 

-
1 1 ' ! 
1 lotnl tl3 25tl4333! 143 3727 ¡ 1820.1732 ' - 1 -/ 
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CUADRO DE RESULTADOS DE LA REPRODUCIBILIDAD DELMETODO 

1ei. 

Reaulladoa dél AnáJlaiG 

1 er. Analiata. 

2do. AnaliGta. . 

Concentración 
adicionada de 
Cianocobalamina 

(mcg/ml) 

1.25 

1.25 

1.25 

1.25 

1.25 

DS 

ni .. %CV 

50 

1 

Concentración 
recuperada de 
Cianocobalamina 

(mcgíml) 

1.3000 

1.2859 

1.2831 

1.2579 

1.2435 

· 1.2986 

1.3419 

1.2936 

1.3409 

1.1574 

1.1996 

1.2644 

1.2722 

0.0534 

4.1974 



5.- LIMITE DE DETECCION 

De acuerdo al anwisls realizado~a las concentraciones da Cianocobalamina, se obltNo lo Glgulanta: 

5i 



CA;:·ITULü ·.¡¡: 

DI5CU5lON DE RESULTADOS 

l.- E5PECIFICID.AD. 

LOS reSlll taciOS. cue ·se :ootUVJ.t?rcin •·· .3.1 ·observarse.' Ltn.1Camenl:e creCl -

miento de la .·E~c~~ri·~·~,i~:·_-·~oi{:. ~;(o;·e~eri·~:ia··.,-·~~:~Vitamina · Bi2 nos oei:: 

m.ite conclu~r:-:··ciue:~?.-tl::)".'é;;?~ciO~i·esi'.Es~~Cifico~ .ya .~ue solo· SE.' ootiene 

resouesta en ·or:~·~~~ci-~·:.cf~··~:l~ .. \Ji.t-'~,;.;iri~,·E;J.2 Y
1

.oue·a1 analizar el plª 

ceoo no se observa. in_;cer:fe_rencia ·~~:y¡·~s._substa·~~.ias oue \o comoo -

nen. 

2.- LJNEARIDAD 

Se obtuvó un c6e1iciente ce'\:or~-e1a·ción-· irJ = v.-:;;9!Ú. sienoo el 

cril:erio ce a~eotación oe írJ ... = (1.99 .. oor lo oue se concluve: 

C:l Método eS Lineal. ya que se cumole satisfactoriamente-con el 

criterio ce aceotación. 

3.- EXACTITUD 

De acuerdo a los resultados obtenidos se oueoe concluir: El Método 
·, - '_, ,' 

es Exacto, ya cüe· cumole con· ·el criterio de ac:eotación. se tiene -

una relación orooorcional entre la Cianocooalamina adicionada v la 

recucerada. t:.eniencio un.:t oenoien'te im1 = l. .. un 1nt:.erceo'to {oJ (1_ 

v un coeiiciente de vaciaci6n· entre la cianocooalamina recuoeracia 

oe cada concen'tración en un oorcenLa1e menor oej, esl:.aolec.ioo 

tCVl ::,4 



4.- r·K~::.15'.iU¡.. 

!El coeiiciente de variación de los resuitados oe ios oos anaiisis_ 

es menor del .. 57/:·cumolienoo con el cr1"t.er10 oe aceoi:ación Olle es~a-

olece íCVl 5%. oór lo tant:o .·se concluve: El Mé·.:odo 'es Reoetible -

- ' .. ·· ' .... - - -

El coeficiénte:de ,variación de los resultados de los dos· analista§. 

es menor .. def. 5i'~ •. cU'molienoo con el c:rit:.erio._oe aceot:acion'·aue est:.ª 
. '. ' 

olece iCVl 5%~'->>o~¡....-" }o:-.ta·,:;to'-'se concluve:-: El· .MétodO ·-~-~--.. Reorod'uci· -
' ·· .... ' ·. ,· . 

ble~ va oue.no ·'.h:av.:difereri:cia si9ilif .. i.~á"t.1va e~- :ras· reSult:.aaos'ot3it€ 
:.,:-' , ':" . - .'>" .. 

nidos oo:r_ dife-r~r:.;t~s·: ~~~li~t~~ y ~n ,'difere~~t-es diit.~~-~ las· cuales no 

tienen e1~~'CO. i~Do.:-~a-r=.~e--'ef; Ya "d~i~ci~:-~~ri~:--;~e:·· a'~tos 

5.- LIMITE DE DETECCION 

De acuerdo ~ 1-¡;-~ -:-;.:~~l,-i tá-d~~~---. en c:oncentrilció-n ·d:~ o·:oo~. ~Cg/ml '_ 

de C.ianocObalami.na Ya rlo 'se ~Observo~ crecimientD de Escnericn1a 

coli, por lo t~nto1 El u:it~ de Cl~tec:~.Ú>ndel Mét~do ~s ~ (•.005 -

mcp/ml ·ce Cianocooalam1na. en la oue:se observa el crecimiento del 
' . 

Microorganismo. y en donae va no es- posible cuanti1icar a la 'vita-

mina B12 



CAPiTUL.0 Vili 

RECOMENDACIONES 

LAS SIGUIENTES RECOMENDAC,lONES SON DE ACUERDO A LO, OUE SE DEBE COI,!< 

SIDERAR EN LO PRACTico;. 

l. - Es imoortante se_ñal ar~:,~_ue: en ·;~l ~rab~."_it;J · .i:-ei:-1 izádo en mi~robio-

jo9ia. ei .. ali:~¡ i· .. ~t~~::'ti~b~;:\'.,b~~,~rV-~r\:t~ :~i·9~:i.~'n·~·~: 
El com~o~-tamien·~~·,::·~,~~(·'~¡~:¡.:¡;J;me·;·:,~ -~-~'_:::~'J~ :_O:~:, -~~-~z~~; el ml.'croorQanis 

mo. son un ·e·Jem·010·.~·en d'ond'é· e1~~-ari'il1i.Sta :Ó~oe·~-~r".;/éoñsi·o~f:-anoo con 
._; .. , .. 

Torme a 1.B, Or"ac't.i."ca'/ los· ~üOtOS :~r.:.:tiCO~-:-·d·~1::.·Método~:, __ de·:1.cis .cüales 

a1 9 unos tue~'6~ i'~en~i-ii~·aa~s v se men·~-i~~~n.:·~A ··~1 '.·~~~x-~· 2 •. 

2.- i='ara una mavor visibilidad -v que ·.las·- lecturas sean· lo mas e>1ac;. 

t:.as· oosioles. se oebe tener tondo olanco J~eb~'·i·~'.a~· i-a caJa. cara -

la medición de los halos de 

e·:_~ ' •' 

un oaauete programaoo en comput:ador_a'!'. cara· -cener .·coÍ"1~:mavor raoioe2 

los resul i:ados. --:·~-', -
~:~:-~ 

~- . -, -,:·;::_ 
4.- No se recomienoa _llevar ·a Cab6.e1:l1étodó ,-de·a~álisis .. _'de· Vi~aml 

na 812 por c:uacirado latino S~a e:~ t~~~~i·~~J.~~,, ~;-00~1~i:o ·'. ~~ol~v.i tamini-
... ' -

co, si no se realiza una:orevia'veriTiéác:Ú.~m ce· este. 



CAPITULO IX 

CONCLUSIQl.jES 

Como se observa en lo reali2ado·en la· Imolementación Y en los re -

sul tados ob-r.enidos en ;l ~: _ vai¡'"dac~~~: ci~·l Hé.Coclo~- para la .Valoración 

de Vitamina B-12· uti(Í.:~~~·~:~ ;él ~i~e~o de C¿~d~~o~ L-ati~o· B>:B en un 
. ·_,\_,. :'· .. ·. 

Jarabe Polivitami_~ico~,. los -reSu~1:aoOs ;:~Son~ cor1iia'a1·es al comprobar: 

. : -.. ·.-~ -.. ,· 
.~ .. -.':_-~'.;·_ .. i: ·_:_ ~ .. : t\:. .· -·:;,, -

1.- El método:es :és~"~f~~-fi~~-;' .-~-~~ :u;;-~-é:~m~nt-é· éreC-im1en·tD· de~ 
·,,_·:··:···· 

chia Col i .:ery. P~e~Señ~'ia _de vitami~·a; B12~ 
r>-- ., .- . ~ , 

2.- El mét~oo es ci~~~l,tÚme'un ~~~;.r'~1~fli;,:de'~orrel~ción 
.-_;.-' ' 

' . - ._;_· · .. 
3.- ~l métooo· es;E>:ac~C!~- tiene una:·-o·~-~dient"e 1-~)· ~!~:'un intercep-

'to ( b) = o!' y un co~f.ic~-~nt:~·:--d~. '."ª_ria.C_.i'óri ·:·.·~¡Cy_)·-

-:-.:·_:. ·-<.- ' >-:. ·. ' ·::· ... < -
variación (CV) 5': en los análisis ;realiz-ados' a--·ia-Ciarlocobala 

mina en .1.25 mcgiml·!' en .la H"eprooucibilidad el Coeficiente de-

variación CCV) 5% en los resultados obtenidos de 10s dos ana-

1 is tas. 

5 .. - El Limite de Oetecc
0

ión del método es a ú • .:Íú5 mc.g/ml de Cianocq 

balamina. 
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CAPITULO X 

ANEXOS DEL· PLANTEAMIENTO.DEL METüDO MICRüBIOLOGICO 

ANEXO l 

PREPARACION DE ·REACTIVOS V 'MEDIOS·. BACTERIOLOGICOS 
"''.•1 ' 

',.,;:,:.:.'.>. 

4.1- Stock dél M.,d'io dé c¿.Í.tÍ;/~ con agar 
-• ... :· ;--¡ _:- -~· : . ;~: - ' 

Precarar .1V ml '.Cara:~~~~ :';~ui~-, 

Cloruro ·cie)sOa_io :·· 

Ext~aC-~o ~-~~: ··~:~;-~~~: > 
ea~to ,_oeo,~~n~·:; 

... :· .. 
A9ar baCteriOló9ico 

Agua d~St¡-¡'~d~-- _: 

':-_ :- \~~ 

v~·,,5 q 

(t.2 9 

·· 10 ml 

-. \-~--- ~-;~ 
4.2.l- SolUción·:-A ;'.tMedio :_oe a9ar cara el ensayo) 

_Aqa,: 

ml 

SoluCióri 

4.2.2- SÍ:Jluci.Ó~B (Soti.:.éion ~~·reactivos\ 
- ' . : ... ~ . ( :" 

0.rt~fosi'át~: de . DO'tBSl.-~'.' di'11or6geno 

Orto1osfato d~ ~ioot·~:io; d~ hidr~áeno 
Citrato .'tri·s·Ó~i~o~ -~-;-ni~ra~aáo 

;.~· - ._, ;_ ·, ··º~T 

Sulfato de 'maa~esio' ne0t8-ni0ra1:..ado 

Agua destilada 

56 

(1.6 

J.·.4 

O.J. 

0.02 

0.2 

100 

Q 

9 

Q 

Q 

Q 

ml 



Solución de cloruro.ce 2.3~5~tri-

fenil~etrazolium 2 ml 

4.2.3- Solución:c <Solución.d~ glucosa) 

4 .. 3-

4.5-

Glucosa ü.6 º 
A qua destilada- 2 ml 

' . 

Medio ·de c;~c'i~iento 
, ... ·. . . 

Preoa.rar .10 tñr- oára "cada tubo 

E>ct~a~to ae carne (1.05 º 
Bac::to oeotona ú .. .l q 

Cloruro ~-de".sod.io 0.05 o 

Aoua destilada .1.V. ml 

Esterilizar todas las preparaciones an~e~iares !5 minuto5 a -
o 

.121 c. 

; :.-7·.- ,; - ,;-; -~_, 

2,3,4. trHeniltE!t',.,~zolium :, 0.04 .•• 9 

2.· :·mi 
. D '":·:·' .-,.·~ ...... . 

Esterilizare 5· minutos a '·.12.1· C~ colocar en lugar obscuro y a -
o 

4 c. 

4.6- Solución· extractora 

Ortofos~a~o d.1Sód1co hidrógeno 

Metabisulfito oe sodio 

Acido citrico anhidro 

5.0 q 

5.5 º 



PREPARAR PLACA~ DE EN&AYO 

5.1.1- Utili2ar un tubo de- cLÍlti.vo con 'micr~oorganismos,. para oos -

tubos de medio de crecimient:o'::·(dos an'á1iSis)·. 

~ " ·~;·.,: 

5.2.2- Al. cr'eoarar\ ia ::~éú~.ú:ión''. A'.·:~[;,n''.' ~-nt'~~i~-~idad _ -ª~> o.ia del ensa-
;_·.:·· '•:e::- ,_ .. _-..,-

YO debe. est'ar · .. conten~_da ,::eí-{ .. un .- ma1:~a2~· de.~~--~~-¡;-: m.~:~~~ ':'c~~~cidaa ·de -

250 ml. paraun::cie.:l~i~,~~~erito ;,;ª.;¡;;;. ~~i i~~aÚ~n;la',~bitación ·cons
tante al···~sta·r '.d·~¡.:.~i-ti~f.dOi·a~- ·.·de >J:'~- -~-~-~·t:~-~'~i·:~. el agar se quema v -

5.2.2- Mantener_ .. _ ia >i'~mcercl.~u,:~ ~,.2~iba·~.:oe de _:1a: sOiUci.Ón A ·an-
':,.;·· ";. ,- " ' ,··' --· .. ,__,~ - ... 

tes dé. cc:uci;~~~-~:,;Ai _·méz'~1a~:;· 1aS :- sOlu~'1Dn.~S·: A?.V & la' temoeratura --
. " ~ - - ~ ;\, '. . 

puede dismi~·~,ir,_;p~;·-~-~b~ . .i~--
·;,:. 

5.2.3- Reali~·~~ la ~~~-~l~-deló~eo.Í.O ae7:ensavo c6n;ef.{nÓ-~u10 con -

una _t-~mce.ra~i;.~·· de ·35~2-:"a '."-~~~~-.;~.~~~CÜad_~."-':>ªra._ e1 micróorqanismo·~ 
mezclar y vac~ar:- :_corl ~.rao~id~Z ~ya _que a esta temperatura el medio 

tiende f aci l~~nt~' ·a·:~-~~l J:·d.i t i'~~-¡..s~. 



ANEXO 3 

FORMULAS PARA CALCULAR LA CANTIDAD DE MUESTRA 

6.2.3- Calcuiar: 

tsoeci-ficación. mcg/ml= .e~'oec¡ ~.i:~~~1ói-í. ~~~/~niCiag-aosis 
ml >: . cada ·unidad de·· dosis 

Especificación!' mcg/g 

.... / .? :, .. ' · .. · . 
especi:f ic~'ció,:.: r,;co/lnl 

':'~':'!'.5:l.~aa 'fl:: g/ml 

g 20 mcg ae ··cianocot:,.al"am1na ~ _>: !QQ. 
especificación!' l!'~g;g,. J.00 
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ANEXO 4 

EJEMPLOS DE TABLAS DE CUADRADO LATINO 

Tabla 1 

e s 

8 

F 5 

L 4 

A 6 

s 7 

3 

2 

6 1 ~· 5 . 3 

F 3 " 8 1 4 1 5 6 1 1 1 7 2 
. 

1 1 1 1 8 6 5 1 7 4 2 3 

L 6 5 1 2 8 1 1 3 4 7 

A 5 1 1 3 2 4 1 7 8 6 

1 si 4 3 1 8 7 1 2 1 6 1 1 1 6 

1 7 1 3 1 5 6 1 8 

2 1 7 1 6 1 4 1 3 8 5 



Tabla3 

·e 

3 

F 8 

1 6 

L 1 7 

"· 4 

s 5 

1 

e 

2 

F 4 

3 

L 8 

A 
1 

SI 5 

7 

6 

63 



Tabla 1 

Cl C2 C3 

. 
Fl 

F2 -<· 
. 

F3 .. 
F4 .. 

F5 

F6 

F7 

F8 

Total Tolal elewdo Total 
Filao al cuadrndo Fila• 

!: 2 1 
Cl L.Cl \ ¿:_ C5 
¿ 2 
C2 ::r:C2 L:CG 
L:. j¿:J C3 'E:.Cl 
L: 2 
C4 :CC4 ::E:C3 

ANEXOS 

LAS TABLAS 

1 .C:4 . C5 C6 

·. -¡.··.· .. ·•. 
... ·. 

: 

C7 

. 

.· 

• C8 Tolal Tolal elevado 
Filas : al cuadrado 

·!tffi· 2 
!: F6 

2 
¿: F7 

2 
¿ FB 

Total el<!vado ¡sumatoria del Total <!levado al cuadrado de 
al cuadrado Filao v Columnao 

2 
1 

2 2 2 
::<: C5 Fl + ............... F8 ~F ) 

¿ 

1 

n 
L:C6 

2 
1 

2 2 2 
l:C7 c1 + ·:···········ca ~e ) 

2 
1 

n 
:cea 

64 



Tabla 2.0 

EGtadistlcaG 

S = Sl + S2 = ( G) 

2 LG = S2 - Sl 
2 

3 ( G) = S3 + S4 
2 2 

4 Sl +S2 

-5 G = S/16 

65 



Tabla 2.1 

u 0.2 
A· 

Filas 1 

1. 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

Total 

EstadísticaG -

u= u1 + u2=rcru> 

2 Lu = U2 - Ul 

3 ¿(u~=U3+U4 
2 

4 Ul + U2 

5 = U/16 



Tabla 2.2 

Rlaa 1 

2 

3 

4 

5 

7 

8 

Toml 

EGtadicllca<> 

V = Vl + V2 ='L.( •) 

2 

3 

4 

5 = V/16 

67 



Tabla 2.3 

68 



B.3.1-

ANEXO 6 

ANALISIS DE VARIANZA 

¡; = ·¡ yl 

"' 
y = S + U ·+ V + W 

N nÓme~o ,: ·d·~: ~~~:~~:ue:~-~·~·,, 
: ' :. ,. - - ~ . : . ' ·' .. ;'' 

tablas 2.0, 2.1, 2.2, 2.3 

64 

a.3.2- PreoaraciOneS 

Grados de li~~rtlld ; 1 l h -.:1 1 = 3 

,- h 4 - oreoaraciones 

2 2 2 2 
Suma de cuadrados !RSSl b.,_..:.+_.U'"-'+'-·-'V'--'--"W· - ¡; 

2n 

n B reoeticiones 

B.3.3- Reoresi6n 

Grados de libertad !fl 1: 
2 

Suma de cuadrados !RSSl = Lwl E 

; ·'-º,• -_- . 

Donde Ls, Lu, Lv. Lw de· las tablas 2.0, 2.1, 2.2. 2.3 

n 8 

h ,4 oreoarac.i.ones 

B.3.4- Total de todas las rescues~as· 

Grados de libertad ! 1 l "' - 1 1 = b3 

N 64 resouestas 

2 
Suma de cuadrados (RSS) V - Y. 
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B.3.5-

8.3.6-

Donde ,; ha estadc:. calculado en B.3. • .1. v 

2 2 2 2 2 
y = ivs) lvu) _ + (YV"J + iyw> 

ae las tablas 2;0. 2.1, 2.2, 2.3 

Tratami-en'Cos-:' 

Graoos oe 1,ibertad i-f)' k - i 1 7 

x 4 creparaciones 

Suma de :_-cu.ádrád·C~ -
-2 2 - - 2 

s1- + s2 +· 'u.1.· · 

Donde en las tablas 2~0 

2 2 -2 2 
Sl + S2 UJ. + u2-

Filas 

Grados de libertad -111 

r 

Suma de cuadrados IR55) 

2 

a 

= 

la 2.3 .. 

2 2 
Vl' + V2 

r - 1 

- es 

2 
+ W2 

,~:~c~i·ado-

'2 2 
W.1 W2 

t = 7 

B tilas 

2 2 2 
--Fi + F2 •• , ••• +FB 

8 

Donde Fn ha estado calculado en la tabla .1 

ás.i: 

¡; 

8.3.7- Columnas 

Grados de libertad 11) e - i i = 7 

e 8 columnas 
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z 2 
&uma de cuaorados CRSSJ C.1. C2 •••••• CB .. 

6 
2 

ha e~tado calC-Uiad~_.e·~ la tabla J. Donde Cn 

8.3.B- Error Resioual 

B.3.9-

Pc:\ra ámbos süma ·ae'·cuaoraaos ·i~SS)._v;graoos de liDertaci .. 
' .. ·~' 

.·.·.·· -... :'e·:. 

Residual·~·= Total :·:·'(r~·~-t~,;¡-ie~:tos-+ Filas+ ·cOi"umna·Sl 
B.3.4·.•· . . ,;:;'B.3.5·:c 8~3.b. ··B.3.7 

- :·:·> ... ·/,:· .· :."; '<·>: 
p'éue.ba ci.~: · v~·l id·~~--_:~~ 1 ~~'S·~:~·D 
a~3.9 .. 1.:·c.o~:f·~~i~~~-~:- · f~'{P:r·c;:ri~ri~i·:i i~'a·d: V ·v~f~r 'Esi:'.:claí~·i:.ico 

de los ·resultaaos'.. ;;; ·.·· '"·,. /i/ _~.'._:.· 
. . ·:;-"· 

Coe'ficient"e F: =' ,~ CÚaor'aaoS,:-e,:.c·;,,eol.o :i;_:· -
Error<resioual- del·· Cuadrado· Promedio 

S.3.9.2- Tabla de: vaÜdez , 

Tioos de 
variación 

GL d-~ :~uª-; .. ~' ·-
cuád~ ado!.. <Factor· ' Condición· Validez 

drados .. Promedio· (Fl Si/No . . . . . - . . . -----------------------------------------------------------------------
Preoaraciones 3 
--------------------------------------------------~-----~--------------
fieg,resi6n 1 7.31 

Tratamientos 7 

Filas 7, 

Columnas 7 
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Tices ae 
variación 

GL '1 o~ cue .· Cuaoraoos 
dradcs Promedio 

Factor_ Conoición .Valioez 
(~). Si/No 

Error resioual 42 
-----------------------------------:-...:-~'~---"'.'"--.:..---------.-".'""".'"" _____ ':... _______ _ 
To't.al _______________________________ _:. ___ ;;__~~-::_ __ .;:_ _____ ..:,_~ __ ..:,.::.._.;..:...~--~--.:..-----

,. 

NOTA: Si F··oor; Cofumni!s 6' Fíi'a's".es sipni:'f1i.c'a~-~vo·,{ 2~25J 
y., el._ ensa~~- ~ ~:~:~~~- .- ~~;.: ~1ra~·., error ~:,~·~·ncDnc~~·'.. e-~~.:~edio no,. se . 

di.~t~ibUYD · d~""ma~·~ra ·. ~·;,1:,~~m~',, -· ~-~-. CH~b'e checar '.l;~ ~ .. ~-i~~-~-~~--
,:, _;_,.: - , : .. :;. :_\', 

cien· y· el"·vaci'aoo en las; D1acaS.-'"-En', un ensayo con error 

residual muy:_ ~1 t~ .. ~ un~ F, al tarfient~ s'i9nitiCát1vii·-· en las~ .. .' 

oreoaraciones · oueoe inuic'ar ·~ue l·~ ootencia asumida no -

es buena. 
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B.4.1-

ANEXO 7 

COEFICIENTE DE POTENCIA DE LAS MUESTRAS 

Inh = 19.2672 · .. 

u 

de ootencia para U 

El 109a~it~~~del coeficiente de potencia l'lu 

t'IU ~ 
b 

SelecciDrle:'-y_u'- de la tabla 2.i 

-·se1~-~C:1-~ne·~ vs ··de ·1a tabla 2.0 

Sel:~~cione·. ·"·¡, ... de .. la. sección !l.4.1 

a.4.3 Prue"ba de PréD~raCi6n·-V

B.4 .3.1- Loá·~;{~mo'.del coeficiente de 

El ·logaritmo del coeficiente de potencia Mv 

Mv=~ 
b 

Seleccione vv de la tabla 2.2 

Seleccione vs de la tabla 2.0 

Selecc1one q de la sección S.4.! 
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8.4.~- Prueba ce Preoarac1ón ~ 

9.4.4 • .1- L.Ooari"t:.mo·oel ·coe·fic1enl:.e oe ooi:encia oara w 

El·:_-~·~~~-~·¡~~~~- del coeficiente de ~oi:encia t'1w 

Mw.=~ 
·b 

- ,. . 
,. - . -

Seleccione vw' oe- la: i:aola 2.~. 
' ·: . . -· belé.c:c:i.one ·· vs· d~· la ~tclbl·a :2.(1 
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h1\IEXG 9 

FORMULAS PARA CALCULAR RcSULTADOS 

Cianocobalamina~ mcg/9- 20 x antilo9.Mu~ Mv~ Mw 
:-q. 

r. de la 

:'C1~~,o~b-bal·~~ina H densidad 
''::.mc:g/g· · 9/ml: .. -
:de :~os·i.'s·: 

ml.en caca UOidad de dosis 

marcada 

'unidad de doS1s >e J.00 
unidad de dosis 
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