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OBJETIVO 

b la act11al1dad 1xiat1 1111a gran produccl&n di pr¡ 

puado• poU.ñtuhlcoa, en doalla uno di 101 coapoa1a • 

tea que 101 coaaUt111en " la ntaaua B-12 111 111a lllta 

rentH ronu (cluocobalaalDa, hidroaocobalaalna 'I aova 

cobalaúna)' la C\l&l .. IDClltntra en ahiaaa CODctlltl'._ 

c1onaa¡ por. c0Da1cl&i•Dt1, •l obj1t1•o que 11 p1r1iell1 • 

ea la 1la'borao16D da Hta tH111 11 encontrar •1 .atodo 

146Dto 41&1 DO• llld141&1 ID tona Hpecltica cull 11 11 -

COlltlDido di ••ta ritaaina lll UD pnparallo poUñtuh,a, 

ºº• 
En 1111cllo1 la'boratorloa1 Ht• Upo d• Yalorac1oa1e

•• IUl probl1• q1&1 ab no lla Uclo l'Hllllto1 por lo que

•• 11 pr111Dt1 trabajo, tratareaoa d• d1t11'11111ar 0111.l -

.atollo •• al .&a ad1c1&ado. Loa altodoa a •lecoiAa aoDi• 

Mltodo ~co1 Mltodo M1cro1>1ol61ico d1 l>itlll16D tD -

Alar coaoc1do taabllD coao Mltodo Cilhdro-Placa, 1 Mita 
do Mlcrol>1olS¡ico por Tlll'b1.ds.ltrla¡ 111 lload• d•apala • 

el• aa'ber lo• reallltadoa de 1aa cl1t1r1at11 ll1t11'1111lacSA

Dll, 11 pcdrl 1ata1>11ctr 1111a coapuaciAa eatrt 11101, 1 

ut aanr cull •• el .atollo .&a precuo~ eacto1 1coDA

llico '/ tlc11 111 elaborar; 1 qlll por lo CODliellltDtl 101 



d1f1r1at1• Laboratorio• d• Control Allalltico lo puedaD• 

aplicar. 



. :, ' 

' 
INTRODUCCION 

La U.toril di la ntaúu B-12 (cialaocollala1aa)· 

11tl 111aa di illY11Ucac:Loa11 11111 dbtrlU, r1al:Lsadaa-

1D loe cupo• d1.ld 1Df1n1ded1• 1111NDa8 por car111c:La• 

di lata rttu:i.Da, la DllU:l.c:l.SD anial 1 la 11:1.crobiolo¡Sa, 

pero 1etu illY11tilacioD11 00Dterp1roD t11aa1Mat1 1a -

la 1d1DUf:Lcac:L8D di la rttaailla lllDCill para 11· .. , •• 

'bolilDO otlulal'. La U.toril COll:LIDla COD la d1acripo:l.&D 

di Add:Leoa, ID 1849 1 1855, d1 lo q1&1 8lll c0Dt1aporl • 

1110• r1conoc!an coao u1ail pel'llicio .. 1 q1&1 11 Hftal&

d• aodo col'l'lcto coao "al&ln trutorDo d1 lo• &r1a110• • 

de la d1&1•t:l.&D 1 di la u111:1.lao:l.&D"• , 
El d11011bl'ill:l.1Dto (1926) d• la acc:L&a tlrapett:Lca-

d•l lllpdo ID la UID:l.a pen:Lcio .. , que 1• nl:L& a Mlllot 

•1 Jlfealo lobll, tlll ••ll&ido por la d1aoet.rac:l.&D di cea 
tl1 (1927) di 'ª' 11 3UIO alatrico llllaallo Doiwal coata
ala ua "factor illtrlueco" q111, coabiaado coD ua "factor 

1n.rlu1co" cat1111clo •• 1u Jll'Ot•hu anialH, Jlf-.& 

. " la alleoroih del "Jlfillciplo aatiala•ail p11'111c1oaa"• 

·il aielal'11 la rttell:l.Da 11-12, Ylilltl do• dHpale, Birle 

1 colaboradorH (191t8) d1110etraroD qlll Hta rttell:l.Da Ira 

a la '" "factor 1nrlu1co" 1 "Jl'illcipo aatiala1ail N 

Dic:Lc .. "• 
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se encontr&
1
que 101 eztracto1 de blgado 1111 purifi 

cado1 1&1ado1 por lilla couildaD en una 101uc16n pura• 

de YituiDa B-12 1 que el "factor d• 11111" era el leido 

f611co 1 obtenido de ll!¡ado en proc110 de pur1f1cac16n. 

SiD Hbareo, Ht• CODOCilitnto .. adquir16 .&lo d• ~ 

ra gradual de1pul1 d• la pur1f1cac16n del leido pt1ro~ 
11utúico 1n 1943 por stokltad1 n criltalilac16n 1n 11 

· eztraoto b1pltico por Pt1ffD1r 1 oolaboradon1 (1943>.· 

liu llnt1111 por .&1111er 1 oolaboradore1 1n 1945, qu11n11 

tubiln d1t1ninaron 1u 11tructura (1946), 1 11 ailla • 

ll11nto ID 1948 di la Yitallina B-12 oriltalina a partir

de 101 oonc1ntrad01 b1plt1001 por Rick11 1 colaborador•• 

ID tl lfUpo di Folklrl ID EltadOI UDidOI di Hort1ulri• 

ca, 1 cui 11alllth1U1nt1 por Sllitb 1 Parklr 1n Iql,t

t1rra. Lo• 1llY11t11&dor11 nort1U1ricano1 1ncontraron • 

una sra11 &JUda 1n una prueba llicrobiol611ca balada ID • 

11 d11Cubri1111nto d1 Sborb d1 qu1 el LactobaoillUI 1-a• 

til nec111taba un factor d1 cr1ci111nto (factor LLD) 1 • 

qui llll tarde 11 d11101tr& qui ira la YituiDa B-12 ·•l 

factor prot1lco n1c11ar1o para 11 cr1c1111tnto 1 tuacioaa 

miento adlCUadO di 101 aúaalH alialntadOI COD una 4ia 

ta total.9lnt1 Yll•tal• qu1 1xi1tla •n 101 1nracto1 ba
plUco• 1n cantidad11 CUJa potencia era 11H3ant1 1n • 

•l tratall11nto d• la an•llia perDicion. su&n4011 .. 1n la 
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1f1c11nc1a di la acla1n11itrac15n d1 lllgado fr11co por -

v!a oral 1n 11 trataa11nto d1 la an1a1a p1rn1c101a, 11-

111c11ron traba~o1 para aillar 11 factor o pr1Dc1p1o ea

t1anlll1co r11po11111bl1 di d1clla acc15n, r11ultando 11r • 

la Y1taa1na B-12 o c1anocobalaa1na, d1l grupo d• lu ca 

balaa1nu. 

El becbo
1 

d• que 11 pr1Dc1p1o ant1anl111co pr1Hnt•• 

en el blcado 11 un factor di cr1c1a11nto d1 bact•rial • 

dtl &lnero Lactobacillu 1 que ubal act1rtdad11 ion q 

••3ant11, cl1S lugar a un altodo de Yalorac15n b1ol511ca 

11ncillo 1 pr(ctico, que pera1t15 llegar al a11lu1•nto 

de UD tº•111111to criltal1Do denoaiDldo ntaaina 11-12, a 

partir "de eztrac~OI di Jalcado, IUb1tancia qUI 11 rtYtl& 

co1111 la ali act1Ya contra la u•a1a pern1c1o... El coa

tenido en •l Ideado d• dicba rttalliu B-12, que tona • 

parte d1l co•.Pl•~o B de rttalliul hidro1olubl•• , •• a111 

HC&IO 1 actuallllnt1 aquella •• extra• 11pec1alalnt1 de. 

c111tin1 d• stnpto.,ce• 1&'11••• 11 a1lllO 111croorcama 

ao productor de la 11treptoll1c1.na, cout1t111endo 11 Pl'A 

dueto coaercial de Yituina B-12 UD n1id110 de la fabri 

. caciln d• aq111l antibiltico. 
. ' . Ahora bien, •• .. 11e q111 la ntuiDa B-12 corr••N 

de a una 11r11 d• eubltuc1u d1noa1Dedu cobalaa1nu,• 

que po111n cobalto tn 111 1111llcull aproxiladu1nt1 en Pl'A 
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porc16n de ,.;;. A eu '"• lu cobaluiDu dnban d• una 

aubatancia t1111dulntal, la coballida, que conata de un -

nGc110 central d1no111Dado corr1Da con 4 anillo• p11'1'6:1,i 

coa con cad•naa lataral•• aa!d:l.Caa 1 que conti1n1 11 ca 

balto tri•al1nt1; •1 ll1allo 1atl UDido a traYAa dt 1111a ca 

dtna dt allinopropanol 1 toatato a la D-1'1bon. Para to~ 

ur la ritaa1Da IM2, la cobuida •• 1111e al dlll1t1lb1a-

1ill1dasol dando 1111ar a laa cobaluinu. La '1tall1Da -

B-:-12 o propiulnt1 di.Cho, la cianocobalaaiDa (C7tu1n)• 

poatt un IJ'Upo cialluro 1111ido al cobalto, llientraa que • 

la ritaa1Da B-128 •HlliaiDtltica• ta la hidroxocoba~ 

na (Nto•C1t ... n), que a dif1r1ncia dt la anterior, lata 

poHI un IJ'Upo hidroxilo ID VII dt CiaDUl'Of aabaa po111n 

la llia• actindad hlliatopo7ltica. 

La aollcuil dt la •ituina B-12 •• aa•••Ja ID ciq: 

to medo a la dt la htmoglob1Da ·•atl'llctura d• porf11'1Da•1 

pero ID ,,. di poattr hierro titDI cobalto ID tl iDt•rior 

dt la 1118•¡ coao pUtd• obatHara• dicho •tal 11tl uQl 

do por 4 1nlac1a c0Yal1nt1a coordinado• a tria nitr8sa· 

noa pirr&Ucoa 1 al d1Mt1l'Dtnlialdazol 1 por doa •nla• 

cea con u nitr&pno pirr&Uco 1 al 11'\lpo cialllll'O o 11,i.• 

drox1lo1 quedando 1111a Clll'ga poaitita i&nica nautralir.a· 

da por la carga n11ati•a del 0Jdc1no del grupo roatato. 

Laa Yitallinaa B-12 aon t1rmoatabl1a1 aobrt todo la cta• 

nocobalall1na1 1 rtaiattn laa t1ap1raturaa habitualta ~tl 

autoclat1. 
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La ciallocobalallina 1 la b1droxocobalamilla ion auba 

tuc:l.aa pura• cr18tali11aa1 por lo que no ex18t1 .UDidad

illternac1onal1 aunque •• cuenta con un preparado patr!n 

uternac1onal; el reaultado de la valorac18n •• illd1ca

•n llicroll'uoa. 

La• c1tadu aubatuc:l.aa '•• valoru actualaente por 

altodoa f1a1coqu!.icoa 1 a1crob1ol811coa. 

1 ) EL Ml'r()IX) FISICOQUIMICO .. bua ID la aed1c18n d• la 

abaorbucia an la aona Y181blt en UD 1aptctrofot8 .. -

tro adecuado. La Y1taa1Da B-12 H 1ntt111Ultntt ro3a• 

1 prtaenta lllxaoa a uu loq1tud dt onda de 361 u¡ 

••un .Stodo·_, exacto para la droga pura 1 ta tl -

oficial para la F.~.A. 1 U,S,P,, Ph,I, 1 PlaoFo 

2) EL ME'l'OIX> MICROBIOLOGIC01 taabiln oficial para la • 

u.s.P. 1 •• 'bua en tl cr1c1a1ento q111 provoca la 'Q.• 

taaina B•12 dtl Lacto'bac1llua lt1chaalul111 que •• lll 

dt por tlll'b1d1aetr!a en coaparac18n con tl crtCiaieA 

to que prtatnta UD preparado tat&ndar illt1rnac1o11al• 

de cialloco'balaa1na1 1xprea&ndoa1 el rtaultado tn lll• 

crolJ'aao• dt la aina. Eata proc1d1a11nto putdt ••r

tapltado en preparado• 1apurca dt Yitaailla B-12 o dt 

. a11clu dt Y1taa1Da B-12 con otraa -preparado• aialtJ, 

Yitaahicoa-. 
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GENERALIDADES 

I.• roRltULA ESTRUCTURAL Y ORIGEN DE LA VITAMINA B-12. 

6 
La tllnula ••tructura11 aclarada por Hodlldn 1 coi. 

borador••• traba3o por el cual •• coacecl16 a DorotbJ M. 

Hodlldn el prellio Nobel de qu!aica ea 19641 •• mHtra• 

ea la a1¡111eate f1¡ura1 

Laa do• partea pr1Da1,.lH de la .ollcula aoa el • 

ll'Upo ploar (a61lleo d• corriu) 1 '1 ua 11auc1ellt1do11 que 
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•• 1ncu1ntra ID UD plano ca1i ID lnculo recto coa 11 nA 
ello corrlnico 1 tnlasado º·ºª 11 ••diaatl 11 D-l•aaillo

Z•propanol, qu1 Htl Httriticado 10 •l 11aucl15tido" 1-

11111do por 111lac1 ..ld1co con 11 n4cl10 di corr1ua. El • 

"nucl15t1do11 ••tl coD8titu1do por 11 ,,6-d1a1til•b1nc~ 

daaol bbico l&llido a la ribo• por Wl 1nlac1 alta•&luca 

•ldico, d18t1Dto del 1nlac1 bita d1 lo• leido• nucl1~ -

co•• Un ••&l&lldO pu1nt1 1ntr1 la8 do• Pll't•• prillcipal1• 

d• la 110llcula .. 11 1nlac1 coordinado del ltollO d• ca

balto con uno d1 lo• lto110• del Ditr511no del b1nc1aic1& 

sol. El ¡rupo aniSDico 10 el 1alac1 coordinado coa 11 -

ltollO d• cobalto .. 11 cianuro. (El cianuro •xiatla ta• 

la Yitaailla B•IZ alelado ori¡1D8l111ntt porque proY1nla

d1 1u colllllllU d1 carbSn actiYo uuclu ID 11 U.laaiq 

to 1 r•••Plalaba al ll'llpo ani5n1co ''·d••ox1ad1no•11o • 

qui tX1at1 nol'llallltnt1 an 11 lll&ado, del qui •• aialS -
• la 'fitaailla.). Eat• ll'llPQ cianuro pu1d1 atr rtHplaado 

•in plrd1da d• acti'fidad biolS¡ica por otro• wbatitllft.1 

tia d1Y1raoa:.Un ¡rupo hidroxilo dando.hidroxocob~

Da¡ 1 IUla aubat1tuc1Sn con ''•d1aox1adtnoa11o toraaado-

. COIUiaa B-1Z (o cobuida) qui •• IAClllDtril ID 1u ab

altaa conc1ntracioa11 d1 l .. 3 cobamlclu. 

En 11 orl&llia110! 1aa 'fitam1Da8 B-1Z -ciaDocobaJ.ud, 

Da 1 b1droxocobalaa1Da• •• tranatoraan ta ''•d1•oxiad111Q 

ailcobalaailla dtnoainada co1D11lla B-1Z •UD15n d1 la d1q 
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xiadeao•ina coa el cobalto-, 1 en •etilcobal99ina1 t ... 

biln ua. coen1111a B-12; e.t .. do• coen1illa9 •• eacuea -

tren en la 9&1111'• 1 en el hlgado, 

La tuent: Gltilla de la •itUlia. B-12 e• la •lnta -

•19 por 101 llicroor¡aailmo• 1 1Slo •• encuentr• ea loa

d1Mnto1 de origen anillal. El hlgado, 101 r11ion11 1 l .. 

01tr .. tienen •l contenido 1111 alto¡ •l aGaculo, el pea 

cado 1 alguno1 qu110• contienen cant1dad11 110deradu. Mo 

exilte en lo• producto• ••1ttale1 excepto c11&Ddo cont:l,a 

DID bacteria. 11-biStic .. (COllO •D •l c .. o di i.. le11&

ll1no1 .. ). La 'f1tUl1Da B-12 d• i.. tuentH al19eatar1a•• 

••tl u1u.i.1nt1 unida a i.. proteln.. 1 plptido1 que ion 

remondo• ant•• dt la rtco•binaci&n a1 la YitUl1Da B-12 

con tl factor 1ntr!n.1co en tl 1ntt•tiao ant•• dt la ~ 

1orciSn, La Yituina B-12, que txiltt coaerc1allllnt1 •• 

prepara por ftl'lllntaciSn u-.ndo Str1pto1111c•• cr111u., 

La c1anocoball.ll1na'cr1atal11a tn n&dulo• o priuu 

dt color roJo Ob•curo¡ el.color•• dtbt .i coapltJo CA• 

bdto porfirlnico, El cobalto ~nlalado •• mla co•al1nt1 

que 1Sn1co, La cianocobalaaia. •baorbt qua¡ tl prod11a• 

to oficial dt la U,S,P,, contiene dt 10 a 1~ dt b1&111dad 

ab1orbida, su act1'f1dad •• d11truida por 101 MtalH P.I 

•ado1 1· lo• a11nt1• oxidante• o reductor•• pod1ro10•, • 

pero no •• afectada por la acciSn dt la ••ttrililaciSn

tn autoclave en periodo corto a 121°c, E9 1olubl1 1:80 
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en acua 1 •• ••table en aoluc1Sn. Las aolucionas acUA• 

... aon neutraa. Su eatab111dad lllxilla estl en pH de • 

4.5 a 5. 
1 

La coen11lla B-12 dit1•r• d• la cianocobalaaina en• 

qua, en Y•I del ll'l&po aniSll1co CN unido al cobalto, el• 

que •• encuentra ligando •• la 5'•deaoxiadenoeina (•in• 

•l OH d•l carbono 5 de la riboea). La• coenz1111a11 de la• 

Yitam111a·s-12 aon au,y iDeatabl•• a la lu1. La coen11lla, 

B-121 en contacto con •l oxlaeno 1 1xpu1ata a la lu1, • 

experillenta totolieia con toraaciSn de acuocobalaaina. 

El cianu:ro de potaeio conYiert• la coen1illa B-12 en cJA 

nocobai..tAa. 
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II,• TERMIIlOWClIA DE LA VITAMINA B•12 

, 
Loa noabr11 peraitido1 (11miliat1mltico1) 1011 11,1 • 

no1 i11cSaodo1 1 11 1mpl1an mla que 101 11oabr11 11at1111l• 

tico1 aprobado• para empl1ar11 en tl cupo dt la vituQ. 

na 8•12 por la CoaiaiSn di NOHllClatura Bioquf.aica, dt• 

la Int1rnational Unio11 ot Purt and Applitd Cb1miltr1 • 

(IUPAC), 

La 11om111clatura dtl cupo d1 la vitaaina B·12 11 • 

indica 111 la 11gui1nt1 figura: 

·-· ..... 1 --:s--·-~ ·Off--~º _,_ ... ,' 
~·1 11111-... 1 

.... 1 ti J 

.. 04, ~1 ...... , : 

... ... ,¡'))'"' • \! MC 

0 f''J'• .• r'\ '"• 1 .. o '~ooQt,-C..IClt¡l•O-l""'°-c-c 7"'"/ __ _ 
' º.,..... i "'I'" 1\ =· 

'•º•'*•'---.-..... .-"' ... '---- , . .,.... "°"•f' .... o"\. 
, ........ 11 ··-··-
Oait1111do tl. tlo, 20& 11 ba hecbo que el aiatt• 
dt 1111111rgc:1Jn del 11 cleo corr!nico corrt1po11da• 
c9n 11 n cl10 port!nico. El 11Gc110 corrl11ico IA 
tl 1ituado 111 11 plano de la hoja. Por 111cilla • 
dt z1t1 plano tata tl grupo R¡ el r11to dt la • 
aol cula eatl por debajo, 



El nombre a1etemltico d1 la vitam1na B-12 ea ciaDJl 

ro d1 alta•(5,6·dim1tilb1nc1m1dazolil)coballida. El tl.r.

llino per.ttido cobaluina se usa para dHignar la 110ll
cula d1 V1tulilla B-12 manoa ll IJ'llpo cialluro, 1 H Pl'A• 

fijado por al nombre del grupo ani8nico R unido al cobal 

to. 

La coanailla B•12 as aolallente una da laa co1naillaa 

di la vitamiaa B-12. Los tlrllinos co1nzima B-12 1 COIJl• 

&Ua d1 la ritallina B-12 no aon 1Dtercub1abl11, puH -

11 prillero •• refiere axclus1v ... nte a la 51•daaox1ad•na 

ailcobalam.na (co1na1u llllC) 1 tl s1gwido H aplica a -

cUalqu11ra di laa tor ... co1nailllticaa. 

1181uaafamilia1nt1ra.d1 cobalaminaa naturales '1-

Hlliaintlticaa, ••dn 11 pupo que r11aplaca al cu. La 
rttulilla B-12b •• acuocobalam.na, JlllH la aollcula C?I -

ba aido aubatituida por aiua; la vituina B-128 (JiidrA

xocobaluiDa) ta la toraa anbidl'a d• la vitulilla B-12b. 

Allbaa •• conviertan 1n vitulilla B-12 por trata.tinto con 

cianuro. Otraa cobalallinaa aon la d1c1allocobalam.Da, la 

t1oc1allatocobalam.na, la cloroco'balallUa, 1 la aultitoca 

'llal&milla. 
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III,• ACCIOll FARMACOLOGICA DE LA VITAHillA B-12, 

La 'litamllla's-12 po1ee 11J1a acci8n marcadallente b&

nlfica, .~ lae an•llial .. croclticae o mega1ob1'eticae -

debidas a deficiencia de vitamina B•12, en especial en

la anemia perniciosa, y no actuando en otra claee de ana 
llial. 

La 1nte1111idad de 101 efecto• healtico1 depende d•• 

la do1il de 'litamllla B-12 utilisada y tubi6n de la 11'& 

Yidad de la anemia¡ con doail 8ptimal, la altua del Id. 
co reticulocitario y la Yelocidad de a1111ento de eritra

citos son 1nver8all8nte proporcional•• al n6aero inicial 

de loa ld.11101, liendo tanto 1111or11 cuando ale gran 11 

la anemia. 

FAC'l'OR mRINSECO y FACTOR IllTRINSECO, Se de1101tr8 que

al adld.liltrar por medio de •onda shtrica, el co~tlnido 
ghtrico de llJla persona nol'll!ll que habla ingerido cune, 

a un paciente afectado de anemia pernicio .. , era capu

d• actuar eobre la eritropoy11il en forma 111d.1ar a la-

1Ullilliatrac18n de llliado; collO lo ld.1110 1ucedla cuando

el alimento era incubado in vitro con Jueo shtrico hu.a 

no, ae postu18 entonce1 la exiltencia de un factor •& -

trlnaeco en 101 alimentos y un factor intrlneeco del ja 



go gÜtrico, que unidoe orig1naD el principio anUanliQ. 

co activo. El factor extrlnaeco exiate eapecialllente, -

co110 lo deaueatran 101 exper1llento1 d• incubaci&n, en -

la carne (abculo), daceru, huno, 1 •• ha ruto que

•• 1dlntico a la Yitaa1na 11-12. El factor intrlnaeco ·~ 

te en el jugo glatrico noraal. 1 no en 101 enfer1101 con

aneaia pernicoaa; 101 experiaentoa de incubaci&n t.. • 

biln deaueatran que no •• leido clorhldl'ico ni ninguna• 

de 1u en11aU gbtricu conocidU, 1 que H forma ••M 
cial.lllent• en 1u IODll tbdica 1 cardiaca de la aucoaa

gbtrica. su natural•aa qu!mica no lla aido exactaaente

deterainada, pero •• aabe que •• trata.de una glucopra

telna, de peao aolecular de alrededor de ?O ooo. El t.a 
tor intrlnaeco actGa facilitando la abaorci&n de la •ita 

a1na B-12 en el tracto gutrointeatinal, tonando un coa 

pl•3o qulaico con ella. 

MOOO DE .ACCIOll. La Yitaaina 11-12 (collalaaina) actGa en• 

1u aneaiaa McroclUcu aportando el ¡ll'incipio antian,l 

ateo o h••tlnico neceaario para una he110topo7eaia no~ 

u.lo Tal coao aucede para el cuo del hierro, la Yit~ 

na B-12 no •• un eatiaulante de la eritropo1e1i1, coao

lo demueatr& •1 hecho de no actuar en otra clue d• ana 
llliaa, como las microclticaa 1 las nor110clticu1 por el

contrar1o, ae ha comprobado que en la anemia perniciosa, 
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la •ldala Seta h1perp1'e1ca, por acci&n dt la Yitamina• 

e-12, YlltlYt a 1u tetado nor .. 1. En tete caso tavortct• 

la .. duraoi&n dt las cllulas primit1Ya1 dt la •ldala • 

&eta 1 las llact ••lllir la etrit nol'll&l, nor110b1'etica,• 

dt dicho dtl&l'rollo¡ taebiln conetitu,t an factor neca-

1ario para un troti1110 convtnitntt dtl eiettll& ntrY1010 

1 cllalal tp1ttl1al••• 
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IVo• MECA!lISMO DE ACCION DE LA VI~AMINA B-12. 

En l .. u111lu
1
111plob2'at1cu, exlatl Wl trutorno 

del a1tabol1a110 del leido d110X1rribo11ucl1ico, 111c11ario 

para una correcta h1matopo1111a •1 cr1cia1111to de lal • 

cllulal 1pit1lial11-; ahora bi111, dicho d1t1cto 111 la • 

1lnt111a d• 1at1 leido 1xilt1 tanto 111 laa an•llial pra

ducidu por d1tici111c1& de vitaaina B-12 como en laa q 
bidu a la d1ticienc:la de leido t&Uco 1 por otra parte, . 

11t1 6ltiml> .. capaz di convertir una 11ldula ª"ª ••sala 
blhtica.,_111 noraobllatica, en lo• caao1 de an•a1& pe~ 

11icio1a 1 otru an1ll1.aa ae¡aloblhticu, pero no 11 ca• 

paa d• .. jorar laa l11io111a 111urol8gicaa d• la prillera, 

pgdi1114o por •l contrario acravarlu. Ex1&tl por lo ha 

to, una 1Dt1rr1laci511 entre Yitallilla B-12 1 tolato 111 • 

IUI acciOllll IObrl la 11ldUla &11ao 

DI acuerdo con Herbert, la Yituilla B-12 no act6a

dir1etaa111t1 1obr1 la 11ldula &11a 11110 a travl1 del lc.1. 

do t5lico, 111 11 1111tido de que una d1tici1nc:la de la -

· priaera lleva a Wl trutorno del .. taholilao del ••111Ddo, 

que 11 la caua d• la an1a1& M¡aloblÚtica. 

Para 1nt111d1r bien lal r1lacio1111 1ntr1 vituilla • 

B-12 1 11 tolato, •• 111c1aario citar loa proceaoa 111tA• 
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b&lico1 en que la Yitamina B•12 1AterYiene1 por inter~ 

dio de 1ua coeuiul. Do1 ion 101 procH011 uno correa• 

pondiente al .. tabolilllo proteico •aainolcido1• 1 el ~ 

11111do al .. taboliallO llpido •leido• ll'llOl•o 

El priaero 11 refiere a la trautonaciSn d• la 11,R 

110ciat1lna ID .. uoniAa producida por la IDaiaa •ts.\ • 

tran1t1raaa 1i1ndo la co1n1illa corre1pondi1nt1 la .. ts.\ 

cobaluina; ID 11t1 reacc1Sn1 Hta Sui.a c•d• un arupo 

.. tilo, pero el llllllO procede del .. t1lt1trallidrotolato. 

Ahora bilD1 COllO la .. t1on1Aa 1xilte en 101 .U..nto1 1 

cualquier dieta la cont11n1 en cantidadH adecuadal, ea 

ta reacciSn no tiene collO tinalirlad principal 11Dt•tilal' 

dicbo aainolcido aino r111n1rar continuaaente el tetra• 

bidl'otolato1 1ub1tanc1a indiapenaable JIU'• la 1ht111a

d1 laa p&riDll 1 p1rill1d1Daa1 Jlll't•a ea1nc1al11 del lcJ. 

do d11oxil'ribonucl1ico. 

El 1eg1111do proceso m•tabSlico en que 1Dt1rY1en1 la 

YitllliDa B-12 ea la tranatormaciSn (11o .. rilac1Sn) de • 

la 11tilllalonilco1n11ma A en 1ucc1Dilco1n11- A producJ. 

do por la ensilla metilllalonilco1n11ma·A-1111t11a, con :la

t1rY1nciSn di la COIDliaa di la Yitamina B-12 o d11ozJa 

d1no11lcobalaa1Da; en 11ta reacciSn no 1nt1rY11n1 nin¡ln 

derivado del leido tSlico. i.. importancia d• 11ta r1aa• 

ci&n reside en que nor11ai.tnt11 la a1tilllalonilco1n11ma A 

procede de la propionilcoen11ma A que •• 11 11tabolito-
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principal de la dearaclaci6n d• loa leidos gruoa coa nA 
•ro iapa de carbono• •loa qu U11111n duro par clan la 
¡ar a la ac1tilco1n1iaa A•¡ la tol'lll.ci&n de la aucciDi¡ 

co•uiaa A COD iDhl"YIDciSn d• la 'litdina B-1Z llaet PA 

aiblt la 111taboli111ei6n d• loa citado• leido• sraaoa a

tr&Y'• del ciclo trioarbodlic de Kr1b11 1a ••• a au -

oxidaci&n final o bien en la • ttaia de leido• araaoa. 

La detioitDCia dt la Yit s-12, al DO uarae •1 

grupo aetilo del aetiltetralli dolato, impide la to~ 

ci&n del tttrahidrotolato a pa ir del prilltro que •• -

aeuaula tn tl organiallO •1a que la rtacciSa qut tranato¡: 

aa el .. tilenotetrahidrotolato n ••tiltetrallidrotolato 

•• irreveraible 1 este dltimo a aigl¡e toraando• 1 qUtda 

"atrapado"• Al haber deticiene de tetrallidJ'ofolato en 

1atoa caaoa de deficiencia de 

tn la carencia priaitiva dt tola ·0-1 no •• torll&ll loa da 

rivadoa dtl leido t&lico 1ndiapt ablta para la aillteaia 

dt las p&riaaa 1 pir:l.llidinaa, 1 r lo tanto dtl lcido-

dtaoxirribonucleico, necesario a una correcta eritra 

po11aia 1 d1aarrollo de lali cllll apit•lial1a. Eata -

h1'3tta1a •• baaa 1n que: 

a) El metiltolato a1 acumula 1n •&1111'• 1 en loa tt~ 

dos cuando 1x1at1 deficiencia e Yit&llina :e-1z. 
b) El metiltolato ee incapaz de • jorar la aillt111a del 

¡ 

1 ¡ 
.J 
! 

1 

1 

1 
i 
1 
1 
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1cido de1oxirribonucl1ico en la mldula &aea humana -

en loa caao1 de deticiencia de vitamina B-121 1 en -

cubio al lo hace el 1c1do t&lico. 

e) Si 11 ill1ecta •tiltetrallidrotolato radiactiYO en P& 

ciente• con deficiencia de vituina B-121 de1aparece 

11111 lentuent1, lo que 11 corr.tce por la adainiltra

ci&n de vituina B-12. 
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Vo• ABSORCION, DESTINO Y EXCRECION DE LA VITAMINA B-12. 

a) AssoRCIOI. 

La aiallooobtl>a•b .. 1 la hidroxoaobt.lald.Da 11 ab10¡: 

btn tlcilatntt a11a11do 11 admia11tran por Y!& iDtra11111ca 

lar 1 111bo11tl.aea, 1 allalldo 11 lllll1A1.ttraa ta 11ta tona 

ID ptHOD&I DOnaltl o attCtldal dt -~Ida ptl'A1c1ou,

la aonctntraci&n IAlllU1a•a 11 tltTa lltsando al .&x1mo
tn I+ a ' horaa 1 dtclinudo tn •l tran1curao dt ?2 !IA • 
ru. Con la h1droxocobalaa1na 11 obUtntn n1Ttlt• 11& • 

C11hto1 1111aho m altoa 1 ao1t1nido1 que coa la aiuoaa 

bt.lald.Da,, lo q111 11 dtbt a wia abaorai.811 llb ltntl que

la primlra dt 11a1 1ub1tuc1a1, lo cllal obtdtat a 1111a • 

ao•b1Dac1&11 .a. 11tabl1 dt la 111111& con lu protthaa -

dtl1orpaiao. 

CllaDdo 11 adm1111atra por Y!a oral, la abaorai.811 dt 

la ciaDoaobalaliDa • hidroxoaobalamina 11 produce 10J,a• 

••ntt ID 101 iDd1'11dUOI 11orma111¡ 'ª qllt ,.,.ª qut tlla

ocurra '111tl1llt11t1110, 11 nta1aar1a la pre1111c1a dtl • 

factor illtrhatao slatriao que, al coabillar11 con la Ti 

taaiDa B•12 p1n1t1 au ab1orc1S11, que 11 rtalisa prilla,i 

palment1 a 111Ttl dt !l1on 1 en pequ1ao grado tn tl 1•11l 

no 1 11 colon. 



Dicha ab1orci6n 1At11Unal ae r1al1u en varia 1tapaa1 

a) Comb111ac16D entre la cobalaa1Ba 1 el factor 1ntrhq 

co (glucoprote!na) tol'llalldo IUl complejo. 

b) 0Di6n de dicho complejo a UD "receptor" de la aeabra 

na celular del epitelio int11t1nal. 

e) De1doblaa11nto del coapl1jo 1 1iberaci6n de la vita• 

a1na B-12 con entrada de la W.. 1n la º'lula epi.ta 

11a1 111al. 

d) Puaje de la vitaalna B-12 a la aangre. 

Laa cobalaainaa •• ab1orb1n tambi'n por otra• 111aca· 

... como la nual o por da 1Dhalator1a (11ro1ol11), P.I 

l'O DO IOD dal prlcticament• conv1ni1nt11. 

b) DISTRIBUCION Y DESTINO. 

Una vea abaorb1~, la vitaaina B-t2 pua al plana 

1a11111ln10, 1 111 nivel, noraala1nt1 11 encuentra entre • 

20 a 100 ll&DOll'UOI (n¡) por 100 al, aiendo 111acho aenor · 

eD la anoia pernic101& (deficiencia d1 vitlUlina Il•12)· 

tD la que pnaenta citru entre 1 a 10 nanosraao• por • 

. 100 al, •• locra •levar llepndo a valor11 Dol'llalea 1n-

11t1 ll.tiao cuo, cllaDdo ae ad1111liatra dicha Yitaaina • 

en doat. conv1n11nt11. ED el pluma •• encuentra en au• 

11a1or parte combinada con 1aa ¡lobulinal, alta 1•1lobu]J. 
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na o transcobalamina I 1 sobre todo con la beta-globu~ 

na o tranacobalaaina II. 

La transcobalalllina II ea la que 11rve espacialmente 

COllO transportadora de la vitamina B-12 a 101 tejido• 1 

deaaparece rlpidallente de la aan¡re deapUla de la abao¡: 

· ciSn de la llilu1 mientra• que la tranacobalamina I coa 

tillGa circulando 1 11rve de dep5aito parm dicha vit~

na. En al plalu ll&Jl&lllneo ae encuentra eapecialllente -

la metilcobalamina (coenziu de la vitamina B•1.2) 1 en -

menor cantidad de hiilroxocobalamina1 la deaoxiadenoailcQ 

balallina (coenzima B-12), 1 en cantidades adn menorea la 

cianocobal.uinao Cuando se adminiatra vitamina n-12 con 

101 alillentoa o por vla intramuscular, o por vla aubc.u.• 

tlnea1 la c1anocobal.u1na e1 la que •• encuentra en ir,a

:rorea cantidadH an la aangre1 que la llidroxocobalallina. 

La8 cobalallillal •• almacenan en diver101 Srganoa -

vilceralH1 pero Hpecialaente en el hlgado1 del 60 a un 

~. lo que explica la actividad de loa preparado• h•Ñ 

tico1 en la anellia pernicio1a1 en el hlgado 1 en el ·~

talio illte1tillal 1 demla Srgano11 lal cobalamillae1 tanto 

la cianocobab•ina collO la h.idroxocobal.u1na 1e traq -

forman en ~ coenzimaa met1lcobal.u1na 1 5'-deaoxiad•DA 

11lcobalamilla~ La vitamilla B-12 (cianocobalamina o hidrQ 

xocobalallilla) 1 coenaillal puan, deade luego, a la mld.u. 
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la 5eea donde ae utilizan para regular la eritropoyeeie. 

La acuaulac15n hepltica ea mayor y mis prolongada con la 

hidroxocobalallina que con la ciallocobalamina, y en todoa 

loa caaoa en el h!cado exiate aobr• todo coenziaa B-121 

hidroxocobalallina y algo de metilcobalamina. 

c) EXCRECION. 

.. 
La Yituilla B•12 •• excreta principalmente por el• 

r1115n en tor .. libre,· ocurriendo la 111xima·e11millaci5n• 

dentro de 24 horaa, de haber sido adminiatrada la Tita• 

ll1na B•12, 1510 1&11a parte de la doaia recillida ea excra 

tada1 debido al almacellUiento 111 •l.orS&111Ho. La trq 

ci5n excretada eatl 111 r1laciS11 con la doaia administra 

da, siendo de un 10 a 25% c:on ;o 1' de ciallocobalallina· 

auminiatrada por v!a 1ntrUlll8c11lar 1 de 80 a 8~ con • 

1 000 Jllo la elillinaciSn 11 etect6a en 72 horaa; ai ••· 

auainiatra eata 6ltima doaia 1 por la 111a.. v!a, hidrA

xocobaluilla 1 la excreciSn urinaria en 72 horaa ea de • 

54 a ~~. Loa experiaentoa etectuadoa con loa altodoa • 

de eliainac18a ~ excrec15n, deaueatran que la Yituilla• 

B-12 ae ezcr•~• en la bilia 1 •• vuelve a absorber en • 

el intestino •circulaciSn eterohepltica•. 

El alllacenaaiento de la Yitamine B-12 permite el • 

111a11tenim1ento de paciente• de anemia perniciosa con 1&11a 

in'1ecci5n adJliniatrada cada 4 a 6 meses. 



VIo• IN'roXICACION COll VI'l'AMillA B-120 

La ciallocobaluina 1 la b1droxocobalu1aa carecen• 

de toxicidad 1 no 1e ha deacrito la hiperv1tam1Do1i1 -

B-12 ni reaccione• adver1a1 con au PIOo Por lo tanto, • 

debido a 1u relativo bajo coito 1 a la auaencin de 1feA 

toa t5xico1, ea extanaaaente Piada collO placebo 1 COllO• 

"t5nico11 • Eata prlcUca 11 debe deplorar. La adlliniatra 

c15n ae debe concretar a loa caao1 de deficiencia coa -

probada 7, pue1to que la teraplutica de reatituci5n Plllll 

•ente •• requiere para todo la vida, 1e debe hacer uaa-

1nv11tipci5n completa del 11aao, para pr11crib1rla 1oi. 

•ente cuando 1ea neceaario. 



P A !l 'l' E E X P E R I M E N T A L 

INTRODUCCION 

La concentraci&n d• la vitallina B•12 contenida ID• 

un preparado polivitu!nico, puede eer valorada por tta· 

dio de dit1r1nt11 •ltodoa como lo aon loa •ltodo• fil.\• 

coqubd.coa 1 loa llicrobiol&gicoa. 

La valoraci&n de la vitPina B-IZ por Hdio d• lll• 
todo• f1aicoqulaicoa, pre11nta mucha dificultad, 1a que 

11ta vitallina •• encuentra en conc1ntracion11 lllll1 baj .. , 

en co•paraci&n con otra• vitallinal que la acompallan, pa 

ra la tonil.ct&n d• un d1t1rllinado preparado po11v1t..1a¡ 

co. Eata valoraci&n p111de llevar•• atabo 11o d1t1cultad 

cuando 11 obtienen conc1ntracion11 ad•cuadal de vitPina 

B-12; la valoraci&n puede lo¡rara• por ••dio d• extra&• 

c1on11 para concentrar la vitwna B-12, la cual d11pul1 

•• puritica 1 •• procede a d1t1rm1oar 111 abaorbancia a• 

una d1t1rllinada longitud d• onda. 
I' 

Otraa lormaa para valorar la vitallina B-12 ion por 

fluorometr!a, qu!llicamente, por diluci&n del ie&topo con 

vit .. ina B•IZ marcada con cobalto radiactivo <'7co, 'ªco, 

o 60co), por m1crobiolo&ia (determinando la capacidad· 



para fomentar el crecimiento de diversos gGrmenes depoA 

dientes de la vitamina ll-IZ), por doterminaci5n de la -

capacidad para promover el crecimiento de ratas o polloa 

o, cl1nic .. 1nt11 adllinietrlndola a paci•ntea que sufren 

deficiencia de esta vitami¡¡a. 

El ens&10 U,S,P, de la cianocobalamina (vitamina -

B-IZ) es Hpectrototomltrico~ Los extractos d• blgado -

para iD,yectabl1s, supriaidos de la u.s,P, en 1960, se -

analizan de vitamina B·IZ por medio de un mltodo micr~

biol5gico. 

Por lo tanto, de acuerdo con el objetivo de esta -

tesis,, tul necesario establecer un plan de trabajo, de

tal manera que al final se pueda determinar cull de loa 

mltodos estudiados, es el mls exacto, preciso, tlcil de 

elaborar y 1con6mico, para que pueda ser aplicado con -

algunas variantes en cualquier Laboratorio de Control -

Anallt1co, 
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le• ME'l'OIXJS A COMPROBAR 

1) ME'l'OOO QUIMICOe 

E•t• altodo •• ba1a en la puriticaci&n d• la vituQ. 

na B-121 por •dio d1 wia rea1Da de 1Dhrcubio i6nico

•Allberl1ta IRP 64-, (la v1tu1na B-12 ba sido prniaa1a 

t• •ztra!da 1 llevada a una concentraci&n adecuada). Ea 
te tipo de r111Da ti•n• la propiedad d1 separar la vita 

mina B•12 d• loa demla compon1nt11, ti3lndoae en la aa• 

particie de la resina, la cual •• 11a11iti11ta con wia c.Q 

loraci&n ro3a caracter!.st1co d• la vitu1na B•12. La vi 

twna B-12, ea •lulda con un disolvente ideal, 1 ea U.a 

vada a llD vol1111en conocido, en fol'lla cuantitativa, para 

deapula deteraiDar au 8'ziao de abaorci&n a una d1t1r!Q, 

· nada longitud de onda, en el 1ap1ctrofot6aetro. Teniea• 

do como referencia el -'z1llO de ab1orci6n de la vit..1na 

B-12 Patr6n de R•f1r1nc1a, a la 811 .. longitud de onda• 
1 

en que •• deteraina la aueetra, •• podl'l 1Dt1rp1trar el 

r11ultado obtenido. 
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2) J.lETOlXl MICROBIOLOGICO: J1ETOOO 11DE PLACA" O DE DIFUSION 

Ell AGAR, 

Eat1 mltodo 11 baaa en la actividad aicrobiol&gica

producida por Wl 111croorgan11110 dt prueba -E1chericb1a 

col1 (ATCC 963?)•, ante la preatnc1a de vitamina B-12 • 

contenida an un determinado preparado pol1v1tam!n1co. 

Eata acti'l1dad dtapula de un peri&do de 1ncubac16n d1l

microorgani1ao d1 prueba, en un medio de cultivo d1te¡:

ll1D1do 11 Ullit111ta por la aparici&n de 101111 d1 cree! 

miento alrededor de loe cilindro• a1t&lico1, que contta 

nen Yitamina B-12 dt la au11tra por valorar en d1t1l'IQ,• 

Dlda concentraci&n, al 11181110 tiempo, ae hace la prueba• 

con 1olucion11 aatlndar de conc1ntraci&n conocida. Lal• 

1ona1 dt cr1c1a11nto 1a miden 1 101 valorea obtenidos -

11 aplican a loa dlf1r1nt11 cllculo1, para obtener aa!

la concentracl&n exacta dt vitamina B-12 que contiene • 

11 preparado polivltam!nico a valorar. 

3) ME'l'ODO MIC!IOBIOLOQICOI POR TURBIDIME'l'RIA, 

Eat1 mltodo •• basa en la capacidad para to .. atar-

la proliftraci&n del a1croorgan1tao dt prueba -Eacbtrlcbia 

1 
1 

1 

l 
11 

l 
1 

í 

1 \ 
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coli (ATCC 9637)•1 dependiente de la vitamina B-12, en

un medio de cultivo liquido determinado, lo cual se ~ 

fiesta por medio de la turbidez producida despuSs de la 

incubaci5n d1l.microoraan1smo. La turbidez producida ea 

directamente proporcional a la concentrac15n de vitamina 

n-12 existentes en el tubo. Cada tubo contiene difereA

tee concentraciones de eatlndar ·Patr5n de Referencia de 

vitamina B-12 y de la muestra que contiene vitamina B-121 

ya inoculados e incubados, se medirl la turbidez prodJ¡• 

cida por el microorcanismo, en por ciento de transmitaa 

cia, a una determinada lon¡;itud de onda, y los resulta• 

des obtenidos se interpretan medi•nte grlficas y ecuaciA· 

nae, obt1nilndo11 as! el contenido exacto de vitamina -

B-121 que se encuentra pr111nt1 en el preparado polivit& 

·mlnico, a analisar. 



IIo• METODOUlGIA A SEGUIR 

1 o• DETERHINACION DE LA CONFIABILIDAD DE WS TRES METOOOS: 

a) ME'roDO QUIHICO, 

Para d1t1ra1Dar la cont1ab1lidad del m&todo, 11 lf•A 

tuaron 10 valorac1on11 a la dtuina B-12 Patr&n de Ra

t1r1nc1a U,S,P,, siguiendo 11 proc1d1a11nto que indica• 

11t1 altodo. A loa r1aultado1 obt1nido1 11 111 calcul&· 

l& D11Yiaci&n Elthdar, para poder d1t1r111Dar, cull 11• 

tl co1tici1nt1 dt trror qut pu1d1 txiltir al aplicar••· 

11t1 altodo, 1 conocer tl grado de confiabilidad en el• 

anlli11a de vituina B-12 de un dettrllinado preparado • 

poUvit.amlnico. 

DESVUCION ESTANDAR 

" (11) en - I> CX1 - I> 
98·~ - o.azo 0.612 
98. - o.azo 0.612 
9990 - 0.320 0.102 
99.6 0.280 0.078 

100.0 o.680 0.462 
99.0 - 0.320 0.102 
99.8 o.~80 º·~ 100.0 o. 80 o. 
98.9 - 0.420 0.116 
90.s O·MO O·'" 



2 
~ (X1 ~ ll .. ~ = 0.329 

COErICIENTI DI ERJIOR 

'J' ...12.!ill.. • = .¡-;¡ = ~ •.0.181 

... 0.181 

LIMITES DE CONFIABILIDAD 

Vr = it-/fl'- en dondo~para t d d11tribuc16n 
y para 9. grado1 d libertad y a 
un 97.~ = 2.262 

V _ J• (Q.5Z}l(2.262l _ "• J....2.96 _ -X+ O 409 r-. /TO -A·~- • • 

'lr = lr! 0.409 = 99.32 ! 0.409 



.u 

Vr • 99.32 + 0.409 = 99•7" 

Vr a 99.32 • 0.409 • 98.lll' 

Llait1 d1 confiabilidad euperior • 99.?1 

Llait1 d1 confiabilidad 1nt1rior • 98.lll' 

b) Hm'OllO MlCROBlOWGIC01 ME'l'OIXl "DE PLACA" O DE DllVSlOM 

EN AW. 

Al i&Ual que 1n el mltodo qulllico, pera doterlllillar 

la cont1abilided d• eete mltodo, H et1ctuaron 10 va].a

racion1e eobr1 la vitamill• B•t2 PatrSn d1 R1f1rencia -

u.s.r., eiguiendo el procedilliento qui indica 1et1 mita 
do. A loa r1aultndoa obtenido• •• 111 calcul& la Dlavia 

ciSn Eetlnder, pera obtener con 1110 11 co1tici1nt1 de• 

error, ~ loe l!mitea do contiabilided del mltodo. 



DESVIACIOH ESTAlllllR 

• (Xi) (Xi - !) 
99.7 o.89 
99.2 0.39 
99,0 0,19 

100,0 1.19 
100,0 1.19 
100,0 1.19 

U·º 0,19 
.2 - 2.61 

98., - 0,31 96., - 2.31 

'·~·~· 98.81 

3l • 98.81 

2 
:E. (p. -1> 

D • 

ti'·~· 1·'22 

(Xi - y/ 

COEFICIENTE DE EllROR 

•• _['._ ..J..J2&... .¡-;;- " -,;162- • Oo418 

•• 0.418 



LIMITES DE CONFIABILIDAD 

Vr • ftLL . rr 
f . 

en donde .,.ra t d• cl111tr1buci5n 1 
~· 9 arado• de libertad 1 a 1111 
97.~ • 2.262. 

Vr ,.,. 11.wH2.242> e+¡.m "• " 
• A• .¡-ro • A• }.;Uj2 • · A - 0.91t., 

Vr ,. 98081 + 0.94; = 99o7'í 

Vr = 98081 • 0.94; = 97oW'ii 

IJaita d• confiabilidad 1uperior • 99.7'1 

14m.t1 de confiabilidad illferior " 97.8% 

o) MnOIXl HlCJ!OBIOLOOICOI POR TURBIDIMl'lRIA. 

Il'l&lrllnte que en lo• do• •ltodo1 anterior11, para 

det1nillar la confiabilidad de 11t1 altodo, .. erect11a• 

ron 'º YaloraciOHI aobr• la ntuilla B-12 PatrSa de RA 



terencia U.s.P., 1i¡uiendo el procedillitnto que illdica• 

e1t1 altodo (USP XIX). A 101 re1ultado1 obtenido• se 111 

calclll.5 la DeH1aci4n F.ltlndar, para obtener con ello el 

ooetioiente de error 1 101 l!aite1 de confiabilidad del 

altodo. 

DESVUCION ES'l'ANIWl 

en • xl 2 
%(Xi) (U • X) 

95.1 2.76 7.617 
90.0 - 2.,4 !ie47!i 
86.9 - '·~ 29.59.5 
97.0 4. 21.715 
95.5 ;,.16 9e98!i 
9;,.o º·'' º·~' 99.9 - 2.44 '· ' 89.0 - l:i~ 11.1,, 
'11·º 21.715 
90.0 - 2.,,. 5.475 

.'f • ~ • ~ • 92.,,. 

2 
,E lXi ~X> • "f&'J8 • u.911 



e = -fon:- = -t.m- = 1.091 

•• 1.091 

LINI'l'ES DE COiiE'IAlllLIDAD 

., 
on donde para·t de diatribuciSn 
1 para 9 grados de libertad 1 a 
llD 97.~ : 2oZ62 • 

,, T:t (3,451)(2.262! 'lt. ~ =+ 2 468 r ir Ar VTO' :: A• J;T6Z a A• o 

Vr • i t 2.468 • 920.34 .! 2.468 

Vr • 92.J4 + 2.468 • 94.~ 

Vr • 92.34 • 20468 • 89.~ 

Ll111tt de confiabilidad 111perior • 94.~ 

Ll111tt de confiabilidad interior = 89.8' 

J7 
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2,• APLICACION DE CADA UllO DE LOS METOOOS, EN DIFEREJi 

'l'ES FORMAS FARMACEUTICAS, 

a) METOOO QUIMICO: 

Eatt mltodo'ba 11clo elaborado por P,I, Vu Mellen, 

en donde trata de e'1tar el 11111e30 de macho .. ter1al coa 

plicado, que uterloraente •• utlllsaba para la Yalora• 

clSo de l& '1tulna B-12. 

El altodo couilte en connrtlr la hldroxoco'balalQ, 

na o la acuocobalaalna, que contenga el preparado poU

'1taalnioo, en cluocobalaalna con la ad1c1So de una IA 

luclSo al 55' de cluuro de potulo~ 1 a3utudo el pH a 

4,5, con la ad1c1Sn de una 10luc1So al 1~ de leido c1• 

trlco, Elto •• hace con el t!n de obtener exclu1Yuente 

cluocobalaalDa, 1 no otro• coapu11to1 q11e paedall encoa 

trarae con ella, 101 cual•• p&eclen 1Dterter1r en au •&· 
lorac1Sn, cllndooo1 re1ultado1 tall01, 

D11p&l1 ae proc1d~ a extraer la cluocobalaalna de 

101 deala coap&11to1 que la aco.,.au, aedlute la adi• 

clSn de una u1cla de p-clorofenol al 5°" en tetraclora 

ro de carbono, etectuhdoae .3 extracc1on11 de 10 al cada 

una. La ta11 p-cloroteoSllca •• tran1t11re a otro eabudo 

de aeparac1Sn, en donde ae le adlcloou 10 al de tetra· 
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cloruro do carbono y 20 ml de 1-butnnol, ofectu&ndoce

dospuAs doo extracciones vi¡¡orosas de .5 ml cada una, -

con agua destilada, la face acuosa os la que contiene

la vit11111ina B-12 reci3n extra!da, Seta se r.ianifiesta -

por una coloracian rosa o rojoa. 

r.a eolucian acuosa se trancfiere a una colurana de

vidrio que contiene una resina de intorcnmbio i6nico,

·Amberlita !!lP 64-, ;;eta resina tiene la propiedad de

establecer un intercambio ignico con ln mol3cula do cia 

nocobalamina, sin que otras mol&culaa -que hayan sido

arrastraclao en la e:\tracci6n junto con la cianocobala1!11 

na- interfieran, y la prir:iera quede fija en ln superti 

cie de la columna, r:ianifesdndose en forl:lll ele una banda 

de color rosa o roja, 

l~uchao impurezas u otras substancias prosenteo 01rn 

separadas d• la cianocobalamina por medio ae ·las s1euioA 

tes eluciones: 

1) Con 10 ml de buffer pP. 4 , 

2) Con dos porciones de 10 ml cada una, de leido clo¡:• 

hldrico 0, 1 N , 

3) Con 50 a 100 111 d1 acetona al 85'. 
4) Con 10 ml dé &ciclo clorh!drico 0.1 ?! , 

5) Con 10 ril do una mezcl11 dio>;nn·J-!cido clorh!drico 

(dioxano al 6~ on fici<io clorh!drico 1 ?l) 1 o con 10 cio 

tetrahidrorurano-!cido clorh!o:tirico ( totrahidrorura110 
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al 60'~ en leido clorh!dl'ico). 

La adici5n de al&una de eatu 2 me1cla1 •e etectVA 

rl, aiempre y c11a11do la columna para cromato&l'at!a 1510 

preaente una banda d• color ro1a, ro3a o catl. La m11cla 

dioxano-lcido clorh!dl'ico ae aplicarl c11a11do la vitallina 

B•12 (cianocobalaainal, haya 1ido extra!da de cualquier, 

tor .. tar .. ce6tica 1111ltivitaa!noca¡ y la mezcla tetral\l 

dl'oturuo-&cido clorh!dl'ico H aplicar& cuando dicha Y,1, 

tallina haya 1ido extra!da de alg6n alillento natural o -

proceudo¡ en el prilllr cuo de utracci5n la banda q

rl de color roaa o ro3a, ~ en el aegundo cuo la banda-

1erl d1 color catl •. 

Po1teriormente •• recolecta 11 eluato colorido en

un recipie11te adecuado, H diluye cuantitativu1nte, hq 

ta obt1n1r la conc1ntraci5n .final de11ada. La aoluci5n

colorida •• lleva al ea~trotot& .. tro, para .. dir la • 

intenaidad di a11aorci5n de lu1, a una loqitud de onda• 

d• .561 u. Por Gitimo •• interpretan loa r1aultado1, coa 

parando con la abaorbancia que preaenta Wla 1oluci5n ea 

tlndll' Patr&n de Referencia de cianocobalamina de una • 

concentraci5ia conocida. Se calculan 101 lliarosruoa por 

llililitro, tableta, c&peula o ll'q•a de cianocobaluina 

que coiat111111 el preparado polivitam!nico anali .. doo 

Eate mltodo iao a5lo •• emplea para valorar ciaDoCA 

balam1Da contellida en loa dit1r1nt11 preparados polivita 
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m!nicoe. aino que ta111biln •• puede valorar en productos 

aliaenticioa proceaadoa 1 natural••• 

En la ti&Ura aiguiente ae aiaeatra la forma que ••· 

obaerYat la pariticaci&n de la ciallocobalaailla por ••dio 

de la coluana dt reaina de inttrcubio i5nico •Allbtrlita' 

IRP 61+•; al igual que H aprtciarl cuando H llaca la •la 

c1'n d• la banda colorida 1·la rtcolecci5n del eluato • 

colorido en un recipiente adecuado• para deapula bacer

la diluci5n correapondiente. 



¡¡ 
(¡ 

11+2 

Pur1t1caci&n di ci&Aoc9balall1Da a traYl1 d1 la 
r111na d1 1nt1rcaab1o :l&Dico •Aa'lltrl1ta IRP 64•• 
La c1anocobal.aa1Da lla lido 11ttra1da d1l FIP11'&• 
do poliv1tolnico1 por •dio d1l .atodo d1 P.I.• 
Van Mtll1. La col111111a 1aqu1trda pr111nta cllalldo• 
la c1anoco'llalall1Da a1 lla t1Jado 1D la aupert1c11 
di la coluna d• rtaina¡ la d1l centro Ft•nta• 
la aluc.lln di la banda col:.11::JD:aract1rlat1ca• 
di la FHIA01a di cianoco ¡ 1 la col111111a 
di la i11r1clla pre11nta la r1col1cc &n dll aluato 
colorido ID 11 rec1p11nt1 adecuado, para dHlllll• 
d11111r Cllallt1tat1Y ... Atl 1 obt1n1r la CODCIDtr&
ciGD d1 ci&Aocobalall1Da d111ada. 



. b) MEWOO MICROBIOLOGICO: MErooo 11 DE PLACA" o DE DIF]l 

SIOH EN AGARI 

Eatt llltodo 11 baA tD tl prilloiplo dt que al.¡unu 

bact1riaa r1q1&:1.1r1D dt la viiaaiDa B-12 para au dHarra 

llo, 1a que ••ta vitaa:l.Aa actda collO tnl:l.aa o oo.O cota 

1:1.aa tD •u actividad catalltica. 

Eat• llltodo cou:l.eit ID 1xtra1r la c:l.anocobalu1Da 

coDttDida tD UD d1t1rll:l.Dado preparado polivitaaln:l.co, • 

por atdio dt 1111a eoluci4D aouoea extractora dt ••tab:l.e~ 

tito dt eodio, la cual 11ta coapu1ata dt toa~ato d:l.84111 

co, leido cltrioo, a1tabiaultito dt 1odio, 1 a¡ua dt•t1 

lada~ Pr1parhdo11 tata aoluoiSa tl dla tn qut 11 tlaba 

ra la valorac:l.3D dt c:l.allocobalaa1na. Dt •ata H&cla ae

toaarh aproxiliadaa1Dt1 i!S al por cada gruo o a:l.lUitro 

dt au1atra, 1 •• prootdtrl a extraer en autoclave por • 

10 ailluto• a 121°. Con lato•• obtitDt 1111a coDCtDtraciSD 

conocida dt c:l.anocobalaa1Da. 

St rtqU:l.trt obt1n1r la actividad Spt:l.lla dtl a:l.croo¡: 

¡a11:1.8110 dt prueba •Eachtr:l.ch:l.a col:I. (ATCC 9637), loll'la 

,doat lato atd:l.aatt oonatantta reaitabraa dtl a:l.croorsa· 

n:l.ellO ID UD atdiO dt cultivo dt a&al' dt IOJa tripticut1 

na. Eat• .. .U.o dt cultivo aSl:l.do, pera:l.tt apreciar 11 d,t 

aarrollo del ll:l.croor¡an:l.1mo de prueba, tD tona abUDdlA 

t1·1 aat:l.etaotor:l.a. 



Del m1croor1ani1mo de prueba1 previamente activA -

do1 11 bace una 1u1pen11Sn con 1oluci&n iaot&nica eet!

ril1 11 cual deba tener un 1°" de tranamitancia a una -

longitud de onda de 6~ 1111. Con esta 1uepen1i&n IO ~ 

cuia el Mdio de cultiYo de prueba (qar), en una propo¡: 

ci&n de 2 g/100 111. de medio de cultivo de prueba. De1pu\1 

de llenar la1 ca3u petri (previamente eaterilisadu) 1-

.. de3a 1olidit1car el medio inocUlado. Se colocan lo1-

cil1ndro1 utllicos en nbero de 6 por cada ca3a1 a iA

tervalos de 60° en un diÚetro de 5.6 111111. Se llenan 101 

cilindros m1tllicos con lu soluciones de cianocoball!Q, 

na problema 1 eatlndar1 1 ae incuban a 37º por 24 Hr. 

El medio de cultivo de prueba1 ea un medio 1&lido-

1llborado a bue de a¡:ar nutr1t1Yo1 el cual no ea aelea 

tivo para el d1&arrollo del 111croorgan1a110 d1 pru1ba1 • 

lato permitir& apreciar en forma clara el crec1111ento • 

del microorganismo de prueba1 siempre 1 cuando ex11ta • 

11 presencia de cianocobalamina. La aoluci&n de cianoca 

ballmina obtenida dol preparado polivitam!nico, 1 11 ea 
luciSn d1 cianocoballmina Hthdar Patr&n de Referencia, 

permitirb 11 deaarrollo del microorganismo d1 pru1ba1• 

el cual se puode ob11rvar por 11 fol'lllaci&n de zonas de 

crec1111ento alrededor de_ los cilindro• m1tllicoa que coa 

tienen las respectivas soluciones de c1anocobalamina1 en 
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concentraciones conocidas tanto del eatAndar como del • 

problema. 

Laa zonaa da cracilliento se 1111.den 1 con loa valores 

obtenido• ae hacen loa cllculoa conYenient11 1 para obta 

ner la concentraciSn exacta de c1anocobalalll1na que coA• 

tiene el pre~ado poliV1tamlnico analizado, expr11ando 

el reaultado en microgramos por mililitro, tableta, el¡ 

aula o gra¡ea de cianocobalWna. 

c) Mn>DO MICROBIOLOGICOI POR TURBIDIKE'l'RIA1 

El fundamento de eate mltodo ea el miamo que el del 

anterior, lo 4n1co que lo dilerenc!a 11 el .. dio de cllJ, 

t1Y01 que en eate caao ea l!quido (caldo), 1 el .. ter1al 

.con el qu1 11 trabaJa1 aiendo en eate caao tuboa de eA• 

111º• 
Tanto el m1croorgan11110 de prueba collO la extraccif>n 

de.la.c:lanocobalald.na de la mu11tra1 1 la prtparaciSn • 

. del eat&iadar1 11 rtali1111.d1 igual manera qu1 en el.¡

todo anterior. 

La actifidad dtl llicroorganiamo de prueba, aobre la 

c1anocobalam1na1 se manitieata por medio de una turbidez, 

la cual es proporcional a la concentraciSn da.c1anocoba 

laÍlina preaente en cada diluciSn, como puede apreciarse 



ID la eilUilDtl t1¡Ura: 

La r1produoc1Sn d1l 111croorr:1uo d• prueba 
•Etcb1ricb1a coli· d1pend1r d1 la concentra 
ci&n di c1allocobalall1na 1et dar PatrSD di • 
~1t1r1nc1a, pr1e1nt1 ID cada diluciSn, la • 
cual H encu1ntra 1ntr1 0.01 1 1.0 ji/al • 

SI pl'lpal'aD •oluciODll COD CODCIDtraciODl8 dittrlA 

t11 de c1allocobalall1Da 11thder PatrSn de R1t1re11c1a, • · 

1 de la llllHtra por valorar, H 111 adiciona •dio de • 

cultivo 11u~riti•o en caldo·y 11 inoculan con 11111croo~ 

p.DilllO de prueba (pr1Y1uent1 activado), H incuban a• 

yf' por 2lt er. La turbidll producida d11pul1 d• la inca 

baciSn 11 aedida por ••dio d•l 1epectrototS .. tro a una• 

longitud de onda d• 6~0 na ID por ciento d• tr&Dlllit .. 

c1a. Los valorea obtenidos ID por ciento de tranaa1t .. • 

c1a ao gratican contra el lo¡arltao de lal conc1ntrac~ 
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n•• d• cada una d• lal soluc1onoa eatlndar de cianocoba 

laaina Patr&n de R•f•renc1a. Esta curva est&uclar 1111d&• 

rl a encontrar la conc1ntrac1&n d• cianocobalamina QU .. 

contiene la au11tra¡ lato ae logra inttrpoludo el por

c1111to el•. truuitanc:La de la 1112eatra. 111 la curTa utb 

dar de cianocobalamina, y localizando el logaritmo de • 

la conc1ntraci&n a QUe pertenece, tenilndoae atf la COJl 

centraci&n de cianocobalall1na QU• contiene la aoluci&n• 

utililacla en la valoraci&n¡ tomando en cuenta la• dil.\l• 

cionea efectuadas, se calcula la concentraci&n, exprea1a 

·do el resultado en microsrarilos por 1111l1litro¡ tableta.

clpaula o Sl'&S•• de cianocobalamina. del polivitamfnico 

aaal:l.sado. 



• III.• FORMAS FARrlACEUTICAS SELECCIONADAS 

VINO MEDICINAL 

COD 'fitallilla B•12 

Pr111otac16o 1 F6rmula1 

FralCO COD 228 111. 

Cada 100 ml CODt11n10: 

V1tallilla B•12 (c1aDocobalam1Da) ••••••••••••••• 
Folato d• 1odio ••••••••••••••••••••••••••••••• 
Plptooato de fierro (t11rro 160 111> ••••••••••• 
Alcohol ••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 
V1b!culo c.b.p. .............................. 

POLVO 

· R11taurador de la tlora 1Dt1at1aal 

Pr•••atac16o 1 F6rmula1 

Ca~a con 6 1obr1a. 

Cada 1obr1 cont1101: 

S1mb1o•1• da ¡lr .. 011 1'ct1coa. 

100 )11 
15 .. 

1 1 
10 ml 

100 m1 

Vitallilla B-1 ••••••••••••••••••••••••••••••••• ,,O .. 
V1taa1Da B-2 
Vitamina B-6 
Vltallilla B·l2 

...............................•. 

.•...........................•.•. 
......•.•...•...•..••.•..•.•.••• 

2.0 111 
2.5 111 

1'·º ,, 



Vitaa1na B-1, •••••••••••••••••••••••••••••• 
Nicotinaaida ••••••••••••••••••••••••••••••• 
Pantotenato de calcio 
Dillttilpoli9110J!AllO 

............•......... 
.......•...•....•....•.. 

Lacto1a c,b,p, .............•......•....... 

GRAGEAS 

Pol1Yitaaln1co. Allab&lico 

Pr111ntaci&n 1 F&raula: 

Fra1co con 30 &rll•••• 
Cada IJ'a&I& CODtitDtl 

O:Wlltoloraa S1Jlttz (2•111dl'oxillet;L 
lln•l7 a1ta·••til•aDdro1tln-11 ba 

ta-ol•:S-0Da) ••••••••••••••••••••••••••••••• 
Vitaa1Da A (acetato) ••••••••••••••••••••••• 
Vitalllna D-1 ••••••••••••••••••••••••••••••• 
Vitaaiaa B·I ••••••••••••••••••••••••••••••• 
Vitamiaa B-2 ••••••••••••••••••••••••••••••• 
Vi\ami.Da B-6 ••••••••••••••••••••••••••••••• 
Yitamiaa B-12 •••••••••••••••••••••••••••••• 

. Vltamiaa e ••••••••••••••••••••••••••••••••• 
NicoHullida ••••••••••••••••••••••••••••••• 
Platoteuto de calcio •••••••••••••••••••••• 
.&oido t&lico ••••••••••••••••••••••••••••••• 

........•..............•. 

49 

2.s 11& 
zs.o a¡ 

6.o 111 
20.0 111 
1.0 ' 

2.s 111 
4,000 u.1. 

400 U.I. 
10.0 111 

'·' 111 '.7 111 '·º ,.. 
.50.0111 
20.0 111 

'·º 111 1.7 ag 

' &raa•a 



IVo• IHTERPRE'l'ACION DE RESULTAIXlS 

Loa rtaultadoa obtenido• tD la Yaloraci8n di ciaoa 

cobalaailla ID loa dif1r1nt1a preparado• poliYitaldnicoa 

••pltadoa, para probar la efectividad de loa tr•• alta• 

doa antarionientt .. acionadoa aon loa 11¡ui1nte1: 

a) METOOO QUIMICO: 

St efectuaron cinco valoracionea de ciallocobalaailla 

ID loa tr11 preparado• polivitam!nicoa aeleccio11adoa, a 

loa reaultadoa •• l•• calcula la DtaYiaciSn Eatlndar, iw. 

ra d1t1rainar 11 co1tici1nt1 dt error 1 loa llld.t11 dt• 

confiabilidad, al aplicar 1at1 •ltodo. 

VINO MEDICINAL 

f(Xi) <xi - !) (Xi - !) 

99,5 '·" 2.433 
~·º 1.06 

···~ .6 -··~ 
1179 

98.o o. 0.003 
96.6 - 1.34 1.795 



'·~=~·9?.94 

i. 97.94 

2 
& <n - X> ..lalü.. 1 787 D•1 = 4 • • 

DESYIACION ESTAllDAR: 

rr • .tr.f4'f" = 1.336 

IÍ• 1.336 

COEFICIEllTE DE ERROR: 

•·-#-·~· o.668 
JD•1 

• • o.668 

LIMITES DE CONFIABILIDAD: 

!i1 

tD donde.para t dt d1atr1buc15n 
a 4_gradoa dt libertad 1 a un 
970~ • 2e776 • 



;2 

vr. 97.94 + 1.8;4 • 99 • .,,: 

vr • 97.94 - 1 .854 • 96.()',lj 

l.Íld.t• auperior • 99 • .,,: 

Líld.te interior • 96.~ 

POLVO 

e¡,~.) (Xi - 'Xl CX1 - 'I> 
2 

86.9 o.68 0.462 
86.4 0.18 0.032 
86.9 o.68 0.462 
~·; - 1.72 2.9;8 

.4 º·'ª 0.032 

'1-~·~· 86.22 

'I • 86.22 

2 
~ (Xi • J) ....la.9li6.... O nat: 

n•1 • ~ • •;rvu 



DESVIACION ESTAN.ll&R: 

O'·~ • 0.992 

O"· 0.992 

COEFICIENTE DE ERROR: 

e • 0.496 

LI!·:ITES DE CC!IFIABILIDAD: 

'' 

Vr • Xt ;$::;:- f . 
Para t de d18tr1buc16n a 1+:1ra 
doa dt libertad 1 a un 97e5J 
.. = 2.776 • 

°' n-1 

" "• (0.99?)(2.?26) .,. ~ 1•1 ,76 w-r : A· : A• 2 a • • .¡-¡; 

Vr = ~ .! 1 e}76 = 86 .22 t 1 .376 

Vr 11 86.22 + 1.,76 = 87.6~ 

vr ... 86.22 - 1 .}76 = 84.a,; 
/ 

Limite eupcrior = 8?.6~ 



L!ait• illt•rior e 84.81' 

J' (Xi) 

99.0 
100.0 
100.0 
99.0 
98.0 

(Xi - 'X> 

- o.z 
o.8 o.a 

- o.z 
- 1.2 

! • ~ = ~ = 99.z 

! • 99.z 

z 
s. <Xi - xi • w4 .. o.1 

n-1 

DESVIACIOll ES'l'ANDAR1 

\f • .¡o.r • o.8J6 

r;¡. o.8J6 

z 
(Xi • f) 

0.04 
o.64 
0.64 
0.04 
1.44 
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COEr'lCIEllTEJ m: EHROR 

... -;!;;: = ~ • 0.418 
vn-1 

•• 0.418 

LIMITES DE CONFIABILIDAD 

55 

" en donde t de dietribuciSn para , 
4 grados de libertad y a un 
97.~ = 2;76 • 

vr • 'I ~ 1 • 16 • 99.z t 1 .16 

vr • 99.z + 1.16 • 100.3" 

Vr • 99.z - 1.16 • 98.o,._ 

L!aite sup1rior = 100.,_ 

L!mit1 111r1rior = 98.~ 
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b) ME'.OODO MICROBIOUlGICO: METOIXl 11DE PLACA" O DE DIFJl 

SION EN AGARI 

81 1t1ctuaron cillco valoracion1a d1 cianocobalaaina 

ID loa ' preparado• pol1v1tamln1coa a1l1ccionadoa, a loa 

r1aultadoa •• l•• calcul.8 la Dtaviac1Sn Eat&ndar, para• 

conocer cull ha a1do 11 001tici1nt1 d• error 1 loa l~ 

tea dt cont1ab111dad d1 1at1 .atodo. 

VINO MEDICINAL 

•cxu CX1 • x> (Xi - i) 

100.0 o.06 o.oo, 
100.0 o.06 o.oo, 
99.a - º·"· 0.019 

100.0 0.06 o.oo, 
99.9 - 0.04 0.001 

X • !..p. • ~ • 9!M4 

x • 9!M4 

2 
~en - xi 

n-1 -~= 0.007 

2 



DESVIACION ES'l'AHDAll: 

rf •io.oo7 • o.os} 
<f= 0.08J 

COEFICIEN'l'Z DE ERROll: 

.. -/:r- . ~ . 0.041 

e = 0.041 

LIMITES DE COliFIABILIDAD: 

57 

entdonde t de distribuci8n para 
4 srados de libertad y a un 
9?·"' • 2.776 • 

V "" (O,OB~l C2.72§> 'D'• ~ " +O 11" r a .\• " A• 2 " .\ • • "' Vi+ 

Vr • Xt 0.115 = 99.94t 0.115 

Vr • 99.94 + 0.115 • 100.0!il' 

Vr • 99.94 • 0.115 = 99~8" 

L!ld.te superior • 100.0"' 



Limite interior = 99.&6 

• (Xi) 

100.0 
99.0 

100.00 
98.!i 
99.0 

POLVO 

CXi • x> 
0.7 

• º•' 0.7 • o.e 
. º·' 

2 
i<Xi • X> - ..U.. o 4" n•l - 4 = ' ~ 

DESVIACIO!l ESTA?lDAll: 

o'. ¡o:;¡; = 0.670 

(f = 0.670 

2 
CXi • x> 

0.49 
0.09 
0.49 
0,64 
0,09 

!i8 
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COEFICIE!ITE DE ERROR: 

e • Oo335 

LIMI~'SS DE CONFIABILIDAD¡ 

" en donde para t de diatribuciSn 
para 4 gradoa de libertad 1 a un 
97.~ • z.??6 • 

vr. Xt 'º·670
H

2 ·2262 "'f±~ = o.929U rr 
vr • x ! 0.929 • 99.3 t 0.929 

Vr • 990} + 0.929 = 100."' 

Vr = 99o3 • Oo929 = 980.51' 

Limite au;per1or = 100.2" 

L!m1tt interior e 98.~ 



GRAGEAS 

•<n> (Xi - i) <n - X> 

100.0 o.oa o.006 
100.0 o.oa o.006 
99.8 - 0.12 º·~ too.o o.oa o. 
99.a - 0.12 0.014 

! • .y.~. 99.92 

! • 99.92 

2 
g en • X> ~ o o11 

D•I • 4 • 0 

DESVUCION ES'l'ANPAR: 

o' ..{O:O'i'í = o. 104 

o'. 0.104 

COEFICIENTE DE ERROR: 

r:I . 
• • ~ 1 • ~ & 0.052 

D• 
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LIMI'l'E5 DE COllFIADILIDAD: 

Par: t de distribuciSn a 4 grados 
de libertad 1 a un 97.~ • 2.776 • 

V . ,,. cg.191+H2.n9> "• ~ " .. o 144 raA• ./'4 :}.• .2 :A-
1

o 

Vr • f? 0.144 • 99.92 to.144 

Vr • 99.92 + u.144 = 100.06~ 

VI'• 99o9~ • 0.144 = 99.7111 

Limite superior = 100.06~ 

Limite interior = 99.7111 

e) Mh'TODO MICROBIOLOGICO: POll TURBIDil·\Z'.cRIA: 

se efectuaron cinco valoraciones de cianocobalamina 

contenida en los ~ preparados polivitam!nicos selecciona 

dos, con loa resultados se calculS la DeaviaciSn Eatla

dar, para determinar el coeficiente de error 1 los l!lllJ. 

too do confiabilidad, al aplicar este mltodo. 
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VI!IO MEDICINAL 

Al illt1ntar la valoraci5n d• 1at1 preparado poliv~ 

taa!nico1 aplicando la tlcnica que.d11crib1 1at1 llltodo 1 

se encontr5 que deapu&a d1 inocular loa tubo• di ensayo 

con dif1rentea diluciones del preparado, 1 di incubarloa1 

no hubo desarrollo del microorganismo d1 prueba 1 por • 

lo tanto no hubo variabilidad d1 laa 11cturaa con r1ap1¡ 

to al blanco di calibraci5n del aparato. S1 supon• qu•• 

lato pudo haber sucedido por 11 contenido d1 alcohol, • 

cona1rvador11 1 11 pH del preparado polivitllll1nico1 11• 
' 

cual al no encontrar•• 1n las condicion•• deseada• no • 

pera1ti5 11 d1aarrollo del microorganiamo d1 prueba. 

POLVO 

(Xi - X) 2 
•en> (Xi • i) 

92., 1.~ 1.79, 
90,e - o. 0.129 
92., 1.3~ 1179' 
90.0 

- 1 ·' 
1.34, 

90.0 - 1.16 1.34, 

'f.~.~. 91.16 

l. 91.16 



2 
~'~-1 j'.l • ~ = 1.602 

DESVIACIOll ESTANDAR: 

ir.~. 1.265 

r;f. 1,26, 

COEFICIENTE DE ERROR: 

e• .~ • ~. 0,632 
vn-1 

LIMITES DE COllFIAllILIDAD: 

• en donde t de dietribuci&n para 
4 ~~doa de libertad 1 a un 
97,,,. • 2.776 • 

" 'lt + (J .2&:;><2.72§) '1t,t..la2lJ... -x .. 1 ?"" 
vr a A• V4 a A 2 = • o ,,_, 

Vr a 91,16 + 1,7;5 • 92.!lllí 

Vr • 91,16 • 1,755 • 89,4• 



L!mite •uperior • 92.91ll 

L!ait• inferior • 89.~ 

Gi!AG~ 

• (Xi) (Xi - !) 

98., 0.76 
9,.8 - 1.9~ 98., 0.7 
97.9 0.16 
98.0 0.26 

x. ~-~· 97.74 

t • 97.74 

2 
& CX1 - X> 

n-1 

DESl/IACIO!I ESl'Ar1DllR: 

5.009 
4 

11=~ = 1.11a 

rf = 1.11a 

= 1.2!i2 

2 
(Xi • !) 

º·'77' 30763 
0.577 
o.~ 
o.067 
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COEFICIENTE DE ERRORl 

•• 0.5~9 

LIMITES DE CONFIABILIDAD: 

... 
en donde t de diatribuci&n para 
4 grados de libertad 1 a un 
97.~ = a.??6 • 

V -x+ (J .JJA><2·77é1 -x + lJ.Ql -x + 1 5"1 r=- =-z=-.,, rr 

Limite euperior = 99,3~ 

Limite interior• 96,1~ 



V,• RESULTAOOS 

. ED tl 1illa1tntt cuaclro •• hace una ;omparac15n dt loa reaultadoa 
obttn1do1 tn la apl1cac1&n dt 101 trea lllltodo1 empltado1, para val,Q • 
rar la v1tuilla a;.12 (c1anocobalall1na) Patr&n de Httorenc1a, con el -
fin dt probar la tftct1v1dad 1 cont1ab111dad dt loa m11mo1, 

VITAMINA B•12 (CIANOCOBALAHINA) ESTAllDAR PATRON DE REFERENCIA 

ME'l'OOO QUIMICO, 

98 • .5 
98.5" 
99,0I' X • 99,32111 
99,6• rf •' O.!i?.3 

100.°" • • 0.181 
~~:I vr~ il t 0,409 

1 oo.°" L!m, aup, • 99, 7'I 
98.9" Llm. 1nr. • 98.9111 
9919" 

HETODO MICROBIOLDGICO: Mh'TOOO HICROBIOLOGICO: 
"DE PLACA" O DE llIFUSIOll l'OR TUHBIDIMETRIA, 
EN AGAR, 

Para obtener loa llaitts de cont1ab111dad, "t" dt d1etdbuc15n para 9 grad~• • 
de libertad 1 a un 97,5~ = 2,262 • 



En tl •1&ui1nt1 cua~o •• hace una comparaci&n de loa reaultadoa obt1nido1 1n la • 
apl1cac10n d• los ~r•• altodoe, •obre las tr11 diferentes tor .. 9 tarmac16tica• 11l1oci,Q 
ziadaa, ~· probar la 1t1ct1Y1d8d de lo• llia110a, en la valorac1Cn d• la vitamina B-12 • 
(c:lallocobalallina). 

FORMAS :'ARMACEU'l'ICAS • 

HE'rOto VINO MEDICINAL POLVO GRAGEAS 

99.~ 'L97 .9r 86.91' t:e6.~ 99.0J' L99.a 9Z·°" cr .. 1.,~ 86.~ 'lf :0.992 100o<* O'aOo8'6 
QUIHICO, 9 .6,. ••j·6 8 86.9" e=!lo496 100.<* •·¡·418 

98.0J tE :t 1.854 ª~·5'! VEX t 1.376 99.0J' ti: :t 1.16 
96.6; L .sui··9z·'n' 8 .~ L .aup.a87.61' 98.<* .au, •• 100.,J! 

.in •=9 .C$í L m.1nr ... 84.8'S m.in ••98.~ 

100.0J L99·x~ 'ºº•'* J.99,,. 100.<* t.99,9a 
100.0ll' r.o.o 3 99•<* IT:o0.670 100.<* r.0.104 

MIC!lOBIOLOGICO: "DE 99. 9" 'ªºtº41 'ºº·°" 8=~335 99.af •·¡·º'2 
PLACA" O DE DlFll 99.~ tl: t o.' 15 98.;Jl vi" -0.929 100.<* ti: to.144 

· SIO!'I l::li AGAR, 100.<* m.aup,:100.q~ 99,~ L m,aup,:100.~ 99.ef L m.au,,.100.06; 
11.1nr ... 99.8% L 111o1nf ,119&.3; oin ••99o7'í 

9205% i=91o16; 98.~ !.97.7, 
90.~ cr .. 1.265 95,a; V':l, 11 

ilICRODIOLOGICO: POR llO SE OBTUVIERON 92o!i'6 e11Qo632 98o5Jí t=~o559 
TUP.13IllU!!":TRJA, llESULTAOOS, 90,0J' VízXtt,755 97,9l1' tí: tl.551 

90,0J' L m.au, •• 92.~ 98.0ll' ••UPo•99·~ 
L 111.in ,:89.~ 11.int ••96.11' 

Para obtener 101 l!mitea di cont1abil1dad, 11t 11 d• diatribuci&n para 4 grados de libe' 
tad 1 a un 97,5,S • 2.776 • ~ 
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'lle• CONCWSIONES 

a) l·!in'OOO QUIHICO. 

VENTAJAS AL APLICAR ESTE ~re·rooo: 

1.- La tlcnica ea de r&cil aplicaci5n. 

2.- Se pllede valorar vitamina B•12 (cianocobai.aina) -

con el empleo de eata tlcnica, en cualquier rorma • 

tarmacedtica 1eme3ante a la• citadas en eata tea1a1 

aal como en pr1paradoa alimenticio• tanto procesado• 

como naturalea. 

3 •• El tiempo requerido para la valorac15n de ·la vitl.IQ, 

na n-12 (cianocobalamina), al aplicar eate m&todo 1• 

os de 8 boraa aproximadamente. 

4.. El material de vidrio utilizado en e1te m5todo1 ••

de t&c11 elecci5n y substituci5n. 

DEZ'IENTAJAS AL APLICAR ESTE ME'l'OOO: 

1.- El reactivo de p-clororenol, debe encontrara• en • 

existencia, ya que ea un r1activo de importaci5n y

por lo tanto ditlcil do encontrar. su importancia ea 

triba1 en quo os el reactivo que extrae la vitamina 

R•IZ (cianocobalamina) del proparado pol1v1tamlnico 

o alit1onticio que se dosoe valorar. 
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''·· 2.- La coucontraci&n de la vitlllina B•12 (c1anocobalar.IJ, 

na), debe encontrarse en la muestra adecuada para• 

el anlliaio, en una concentraci&n no menor de 50)1C• 

ya que de no ser as{, las lecturas en el espectro!Q 

t5metro ser!an err&neas, vues la concentraci&n ace~ 
' 1~ 

table para oer le!ua dobe ue ser de 10 u¡;/ml (E a 
1cm 

361 nm os de 20?). 

}.• La estructura molecular de la vitamina B·12 (ciall.Q 

coballlmina), puede tener semejanza con otra subatq 

cia, ocaoion11ndo que no haya una seguridad sobre si 

lo que so valorg fu& vitamina n•12 (c1anocobal11r.1ina), 

u otra substancia semejante que nos dS absorbancia 

a la longitud <le onda a la que hace la detorminacifin. 

C'."!lCl.U.110:~ ?IliAL: 

P.as&ndose en lJG datos encontrados al elaborar esta 

testa, polemos concluir que esto m&todo es preciso, ex~ 

to, reproducible y f&cil de elaborar. 

Al observar los resultados en las valoracionos ete~ 

tuadas en el est&ndar de referencia, podemoa deducir que 

en complll'aci&n con los mStoctos mierobiol&gicos efectua 

dos (cilindro placa y t1.1rbidir.18trico), este mStouo resul 

t5 con mayor efectividad, ya que los resultados fueron 

cercanos al real y el coeficiente de error tu6 m&s bajo 



'/O 

que en loa otros m&todoo, 

Al observar los resultados de las valoracionos on

las form~a tarmacedticas trabajados, encontramos vari¡¡. 

c1Sn segdn el producto, puoa en el vino medicinal y en 

las grageas los valores obtenidos ruaron cercanos al da 

to te&rico, en tanto que en el polvo ruaron bajoe, Asl 

pues, dependiendo de la forma rarmacoGtica que se traba 

je, y del excipiente o vehlculo que presente, se t1ndrl 

mayor o menor intorterencia y por lo tanto grado de afea 

tividad, 

Con respecto al coeficiente de error y al zrado de 

confiabilidad, podernos ver que &ate tu& mayor en el m! 
todo microbiol&gico por placa y menor en el m&todo por 

turbid1m1trla, con respecto al rn&todo qulmico, 

Ea necesario hacer notar que este m&todo deber& el.I 

¡irse cuando se requiera r&pidamento el resultado de la 

valoraci&n de la vitamina B-12 (cianocobalamiria) en un 

lote en proceso de elaboraci&n, puee s&lo se requieren 

8 horas para el anllisia. Ahora bien, si al analizar el 

producto terminado, se requiere sabor, si el contenido 

de vitanina B-12 (cianocobalamina) ae encuentra en la• 

concentraci&n adecuada, y si lata no ha sido alterada• 

o, subatitulda por otra aubatancia de estructura molecular 
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aeu;lante a eata v1t9!11na, entonces H emplearl cualquia 

ra de loa 2 .&todos m1crobiol5aicos traba;ladoa en esta• 

tesis¡ ya que el lllicroorganiamo d• prueba aeleccionado• 

en 1atoa •ltodos microbiolSgicos (cilindro - placa o por 

turbidimetr!a), ea 1sp1c!tico para la vitamina B·12 (ci& 

nocobalall1na), 1 aSlo se desarrollarl en presencia de -

Seta. 

b) HETOOO HICaOBIOLOGICO; HETOOO 11DE PLACA" O DE DI~ 

SIOll Ell AaAi'l, 

VENTAJAS AL APLICAR ESTE MET01XJ: 

1.- La t&cnica es de r!cil aplicaciSn a1gdn se describe 

en este mStodo. 

2.- Se puodo valorar vitamina B·12 (cianocobalamina), • 

en cualquier forma farmacluticalau! como en preJill• 

rados vitam!nicoa alimenticios tanto· procesados ca• 

mo naturales. 

3 •• I.a concentrac15n de la v1talll1na D-12 (cianocobala~ 

na), del preparado polivitam!nico, puede encontr.:

so en cualquier rango de los existentes. 
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4 •• La muestra dtl preparado polivitaadnico, al efectuar 

l.aa rtapectivaa diluciones, puede tener un asp1cto

tranapar1nt• o turbio, sin que asto altere la val~

raciSn de la vitamina B-12. (c1anocobalam1na) 

5 •• El microorganismo de prueba empleado para la valora 

ciSn de la vitamina B-12. (c1anocobalalll1na), en este 

mltodo, es eapec!tico¡ de tal manera que dicho m1croo~ 

gaii1amo 1810 ae dtaarrollarl en presencia de la vita 

mina B•12. (cianocobalamina), y no de otra substancia 

que tenga semejanza estructural con Ssta. 

DESVENTAJAS AL APLICAR ESTE METOOO: 

1.- El llicroorganiamo de prueba debe ser utilizado dea

pula de una resiembra muy reciente. 

z.- Loa medios de cultivo, tanto para el mantenimiento

del microorganismo de prueba, como el medio de cui

tivo de prueba, deben aer espec!ticos. 

3 •• El tiempo requerido para la valoraci5n de esta vita 

mina, •• dt 4 d!aa. En este tiempo aa incluye la ra 

aitabra del microorganismo de prueba, la prepara • 

ciSm dtl material de vidrio, la incubaciSn del iQ. -

croorganiamo de prueba con la v1tuina B-12. (c~

cobaluina) presente, la interpretaciSn de los resu¡ 

tadoa obtenidos. 

4 •• Si la tor11111 farmaclutica contiene un alto grado de• 
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alcohol, o da consorvadores, es posible que dismin¡ 

ya al daslU'rollo del microorsanismo de prueba (en • 

·ocasiones no hay desarrollo), y por lo tanto altere 

al resultado deseado de la valoraci&n. 

CONCLU.SIO!I FINAL: 

Al observar loa resultados de las valoraciones del 

estlndar de referencia, encontramos que los valoras o~ 

tenidos fueron cercanos al real y quo los valoras del• 

coeficiente de error y del erado de confiabilidad fueron 

mayores qua en el m3todo qu!mico y monoros con respecto 

al m&todo turbidimltrico. 8stos resultados nos hacen vor 

que asta tlcnica os confiable para la valoraciSn de v~ 

talll1na n-12 (cianocobalamina). 

Ell las formas farmacluticas trabajadas se obtuvieron 

resultados muy satisfactorios y en todos los casos t~ 

ron cercanos al dato te8rico¡ en lo que respecta al co.1 

ficiento de error y al limita de confiabilidad, tueron 

menores en el vino medicinal y en el polvo. En las crA 

&•as resultS menor que en el mGtodo turbidim&trico, P.I 

ro 111a1or que en el mGtodo qu{mico. 

Por lo tanto el m&todo resulta recomendable cuando 

se opto por desarrollar un an&lisis microbiolSsico, vol 

viendo a insistir en las ventajas que presenta sobra el 

an&lisis qu!.cico en lo que 1•e11pect1 a las especiticidadaa 

del mltodo; do donde so deduce que esta mGtodo as prec1 

so, o;;acto, aplicable y reproducibie. 
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c) METOOO MICROBIOLOGICO: POR TURBIDIH1"l'RIA, 

VE!lTAJAS AL APLICAR ESTE llt:'füOO: 

1,. La tlcnica ta aplicable y reproducible ••sGn •• dea 

cribe en 11t1 altodo, 

z •• se puede valorar vitamina B·1Z (c1anocobalam1Da) 1 • 

en cualquier forma tarmacluUca, ad como en prod1111, 

toa alilllnticioa naturales y proc1 .. doe, 

,,. La conc1ntraciSn dt vitamina B·1Z (c1anocobalam1na) , 

pu1d1 encontrara• en cualquier rango dt loa 1xist1¡ 

tea, dt un determinado preparado poliv1tam!nico, 

4,. El microor¡aniamo dt prueba empleado para la valora 

ciSn dt vitamina B-1Z (cianocobalall1na) 1 en 1at1 9' 
todo, es 11p1cltico; dt tal manera que dicho microo~ 

ganismo 1510 ae desarrollarl en presencia di vitalli, 

na B-1Z (cianocoball.lllina), y no de otra aubstancia• 

que tenga semejanza estructural con lita, 

DESVEllTAJAS AL APl,ICAR ESTE METOOO: 

t.• El microorganismo de prueba debe ••r utiliaado d1a

pul1 di una resiembra muy reciente, 

z.- Loa medios dt cultivo llquidoa, tanto para el 11a11ta 

nimiento dtl microorganitmo dt prueba, como dtl 111-

dio de cultivo de prueba, d1b1n ser 1sp1cltico1, 

,,. Deapuls de efectuar las diluciones necesaria• en la 



muestra, lata puede presentar un aspecto turbio, lo 

cual puede afectar la lectura en el eapectrotot51111· 

tro, alterando por consiguiente el resultado de la• 

Yalorac14D. 

4 •• Si la rorma rarmaclutica contiene u~ alto grado de• 

alcohol, de conaervadores, ea posible que di1m1n111a 

el d1aarrollo del microorganismo de prueba (en oca• 

aioDea DO 11&1 desarrollo), y por lo tanto alt1re el 

resultado deseado de la valoraci&n. 

, •• La lilllpieza del material de vidrio debe ser minuci,a 

sa 1 los tubos de vidrio deben tener aolo una ••d!· 
da, tanto de largo como de dibetro. Lo anterior •• 

bact, debido a la gran sensibilidad del microorganj,t 

110 dt prueba aGn a loa adnimoa indicio• de actividad 

dt vitamina B-1Z (cianocobalaaina), .asl como tubiln 

a la presencia de huellas, de la mayor parte de suba 

tancial l1111p1adoraa. 

CONCLUSION FINAL: 

La tlcnica •• aplicable 1 r1producibl1, aill tmbar¡o 

, ' al oHlrvar loa dato• dt laa valoracio11ta dtl 1athdar

. d1 r1t1r1nc1a, tDco11tr&110• qut loa rtaultadot tutron mle 
b.ljo1 qut·tl titulo real 1 qut tanto tl co1tici1Dtt dt• 

error COllO tl grado dt co11!1abilidad, tu1ron mayores que 
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on los otros dos mltodos trabajados. 

De los r1aultados de las valoraciones en las forrnas 

farmacluticaa trabajadas, podemos notar que en el vino 

medicinal no fue posible efectuar la valoraci&n, en el 

polvo loa reaultados fueron bajos y en las grageaa cet 

canoa al te5rico. El cooficiente de error result5 r:i&s

alto que en los otros mltodos, .al i~ual que el grado de 

confiabilidad, Asl pues, este mltodo ea recomendable -

por las ventajas que pesentan loa an&lisis microbiol.4• 

gicos pero reault5 con menor efectividad que el mltodo 

de cilindro placa, tar:ibi&n conocido como m5todo por • 

di!usi5n en agar, 

Finalmente podemos concluir, que loa tres mltodoa

seleccionados para la valoraci&n de la vitamina n-12 • 

(cianocobalamina) son aplicables y reproducibles, y la 

· · elecci5n de uno u otros, depender& de la rapidez con que 

se requieran los resultados de la valoraci5n de esta • 

vitamina. son m&todos que cualquier Laboratorio de Co¡ 

trol Analitico puede aplicar, 
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